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I Biosensore amperometrico reattivo al pH. 



L MASSUHTO 



La presente invenzione descrive un nuovo biosensore elettrochimico che comprende 
(i) un biocatalizzatore che produce una variazione del pH quando interagisce con 
I'analita da determinare ed (ii) un composto che esibisce diverse proprieta redox 
nelle sue forme protonizzate e non (composto redox sensibile al pH). 
Gli elementi di cui sopra vengono integrati in un sistema biosensore composto da 
un elettrodo di lavoro e da un elettrodo di riferimento collegati ad un amperome- 
tro. In presenza dell 1 analita, il sistema genera un cambiamento di corrente che e 
proporzionale alia concentrazione dell * analita. I biosensori qui descritti permet 
tono la rilevazione precisa di un ampio spettro di analiti. Essi possono essere 
usati net settori della dlagnostica umana s veterinaria, nei processi ir.dustriali , 
nel controllo qualita di alimenti e mangimi, nelle biotecnologie , nell 1 industria 
farmaceutica, nel monitoraggio ambientale, ecc. 
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STREDANSKA Silvia, MIERTUS Stanislav. 



CAMPO DELL'INVENZIONE 

La presente invenzione si colloca nel settore dell'analisi elettrochimica. 
Si riferisce in particolare a sistemi per la rilevazione elettrochimica di 
analiti basati sull'attivite di biocatalizzatori. L'invenzione ha per oggetto 
un nuovo gruppo di biosensori ed il loro uso in un metodo di 
determinazione degli analiti. 
TECNICA ANTERIORE 

Un biosensore 6 un dispositivo che incorpora un elemento biologico 
sensibile collegato ad un trasduttore o integrato airinterno di esso. Lo 
scopo e quello di produrre segnali elettronici proporzionali alia 
concentrazione della sostanza specifica che deve essere determinata. 
L'introduzione dei biosensori ha fornito un'alternativa interessante 
airanalisi tradizionale di laboratorio. Grazie alia semplicita di 
manipolazione, compattezza e versatility d'uso, i biosensori permettono 
di eseguire con facility I'analisi di campioni direttamente sul luogo. 
Dispositivi specifici e sensibili sono stati utilizzati nella diagnostica 
medica, nel monitoraggio della quality degli alimenti, nel monitoraggio 
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ambientale, nella fermentazione, e nel controllo analitico e via di seguito. 
I biosensori elettrochimici, specialmente quelli amperometrici, rivestono 
un ruolo significative* nell'applicazione di questi dispositivi. 
I biosensori amperometrici emettono un segnale lineare e sono 
caratterizzati da un'alta sensibilita. In condizioni favorevoli, 
concentrazioni di 10" 8 a 10" 9 M dell'analita possono essere rilevate ed un 
intervallo dinamico tra tre e quattro ordini di grandezza puo essere 
ottenuto facilmente (G.S. Wilson, in: Biosensors, Fundamentals and 
Applications, A.P.F. Turner, I. Karube and G.S. Wilson Ed., Oxford Univ.. 
Press, 165-179, 1987). 

La prima generazione di biosensori amperometrici si basa 
sull'ossidazione di un'analita mediante ossidasi (biocatalizzatori) che 
utilizza I'ossigeno come elettron-accettore. Di conseguenza o la 
diminuzione nella concentrazione di ossigeno oppure Taumento della 
concentrazione di perossido di idrogeno prodotto vengono misurati da 
un elettrodo in forma di corrente che 6 proporzionale alia concentrazione 
dell'analita. 

Nei sistemi di seconda generazione, I'enzima esegue la prima reazione 
redox con il substrata (analita) ma viene poi riossidata da un mediatore 
redox sostituito all'ossigeno; il mediatore viene a sua volta ossidato 
dall'elettrodo ed il segnale amperometrico corrispondente viene 
misurato. Molti esempi di mediatore che contengono biosensori vengono 
citati in una review di Gorton (Electroanalysis t 7, 23-45, 1995). 
Dal momenta che i mediatori redox trasportano elettroni, che arrivano al 
centro redox del biocatalizzatore dal substrata all'elettrodo di lavoro, 
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questi biosensori amperometrici hanno come limite I'utilizzo di 
biocatalizzatori appartenenti al gruppo delle ossidoreduttasi. Di 
conseguenza con questi biosensori e possibile effettuare la 
determinazione solo di un gruppo limitato di analiti. 
Un certo numero di enzimi appartenenti at gruppi di idrolasi, trasferasi, 
ossidoreduttasi, liasi, ligasi, tra cui in particolare decarbossilasi, 
fosforilasi, esterasi, fosfatasi, deaminasi, chinasi, cambia la 
concentrazione di ioni H+ (o per consumo o per produzione) con la loro 
interazione biocatalitica con un substrato e tale cambiamento dipende 
dalla concentrazione del substrato stesso. Questi biocatalizzatori in 
combinazione con un trasduttore potenziometrico adeguato, ad es. il 
tipico elettrodo a vetro pH-sensibile, o ad un elettrodo a membrana 
solida e liquida pH-sensibile, vengono utilizzati per la realizzazione di 
biosensori potenziometrici. Esempi di analiti che vengono determinati da 
questi biosensori sono I'urea, la penicillina, il glucosio, il malato (S.S. 
Kuan e G.G. Guibauit, In: Biosensors, Fundamentals and Applications, 
AP.F. Turner, I. Karube e G.S. Wilson Ed., Oxford Univ. Press, 135-152, 
1987; Palleschi et al., Talanta, 41, 917-923, 1994). Gli svantaggi di 
questi biosensori sono costituiti da una risposta logaritmica e da una 
bassa sensibility. II loro range analiticamente utile va generalmente da 
10" 1 a 10^ M, eccezionalmente a 10" 5 M. 

Un altro gruppo di biosensori potenziometrici utilizza una combinazione 
di biocatalizzatori che modificano il pH interfacciati a transistor ad effetto 
di campo iono-sensibili (ISFET). Gli ISFET vengono preparati con una 
tecnologia di fabbricazione a base di silicio dove lo strata di nitruro di 
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silicio depositato sulfa superficie viene usato principalmente come 
trasduttore pH-sensibile. Alcuni esempi sono costituiti da biosensori per 
la determinazione di urea, ATP, penicillina, glucosio e acetilcolina (G.F. 
Blackburn, In: Biosensors, Fundamentals and Applications, A.P.F. 
Turner, I. Karube e G.S. Wilson Ed., Oxford Univ. Press, 481-530, 
1987). 

Gli svantaggi presentati da questo tipo di biosensore sono costituiti da 
una bassa sensibility (risposta misurabile nel range di concentrazione da 
10" 1 a 1CT 4 M) insieme con un costo elevato ed una procedura di 
fabbricazione complessa. 

Recentemente, e stato descritto un nuovo gruppo di biosensori 
elettrochimici, basati sulla combinazione di un biocatalizzatore che 
modifica il pH e di un trasduttore conduttometrico (A.Q. Contractor et al, 
Electrochim. Acta, 39, 1321-1324, 1994; J.M. Goncalves Laranjeira et 
al., Anal. Lett. 30, 2189-2209, 1997; Nishizawa et al„ Anal. Chem., 64, 
2642-2644, 1992). Questo nuovo tipo di biosensori sfrutta I'effetto del pH 
sulle propriety elettriche di un polimero conduttivo (polianilina, 
polipirrolo) depositato sulla superficie deU'elettrodo. Essi consistono di 
due elettrodi di platino a distanza di diversi urn, coperti dal film di 
polimero conduttore e da una membrana enzimatica. Questi biosensori 
non hanno bisogno di un elettrodo di riferimento classico. Con questo 
tipo di biosensore 6 possibile misurare analiti come I'urea, il glucosio, i 
lipidi, Temoglobina e la penicillina. Questi biosensori forniscono una 
risposta rapida ed una sensibilita migliore dei biosensori potenziometrici 
(il range analiticamente utile va da 10" 1 a 10~ 5 M, nel migliore dei casi 10* 6 
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M); tuttavia la loro sensibilita e ancora lontana da quella ottenibile con 
biosensori amperometricL Inoltre, essi hanno bisogno di una procedura 
di fabbricazione costosa e precisa. 

Di conseguenza, in considerazione degli svantaggi elencati 
precedentemente, si avverte I'esigenza di individuare biosensori 
elettrochimici alternativi dotati di una maggiore sensibility e che 
richiedano una procedura di fabbricazione semplice. 
SOMMARIO 

La presente invenzione descrive un nuovo biosensore elettrochimico 
che comprende (i) un biocatalizzatore che produce una variazione del 
pH quando interagisce con I'analita da determinare ed (ii) un composto 
che esibisce diverse proprieta redox nelle sue forme protonizzate e non 
(composto redox sensibile al pH). 

Gli element! di cui sopra vengono integrati in un sistema biosensore 
composto da un elettrodo di lavoro e da un elettrodo di riferimento 
collegati ad un amperometro. In presenza delFanalita, il sistema genera 
un cambiamento di corrente che 6 proporzionale alia concentrazione 
deiranalita. I biosensori qui descritti permettono la rilevazione precisa di 
un ampio spettro di analiti. Essi possono essere usati nei settori della 
diagnostica umana e veterinaria, nei processi industriali, nel controllo 
quality di alimenti e mangimi, nelle biotecnologie, neirindustria 
farmaceutica, nel monitoraggio ambientale, ecc. 
OESCRIZiONE DELLE FIGURE 

Le Figure 1-7 rappresentano il cambiamento di corrente con il pH ad 
adeguati potenziali costanti utilizzando van composti redox sensibili al 
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pH e van elettrodi come descritto agli Esempi 1-7. 

Figura 1: elettrodo di platino; emateina in soluzione alia concentrazione 

di 0.5 mM (curva a) e 2.5 mM (curva b); 

Figura 2: emateina in soluzione; elettrodo a pasta di carbone (curva a) 

ed elettrodo composito solido (curva b); 

Figura 3: elettrodo d'oro con monostrato di blu di metilene; 

Figura 4: elettrodo composito solido; ematossillina in soluzione (curva 

a), quercitina in soluzione (curva b), arnnalina in soluzione (curva c); 

Figura 5: elettrodo composito solido con orto-fenilendiammina 

elettropolimerizzata; 

Figura 6: elettrodo di platino con pirogallolo elettropolimerizzato; 

Figura 7: elettrodo solido composito modificato con laurilgallato; 

Le Figure 8-16 mostrano le curve di calibrazione di van analiti misurati 

con i biosensori dell'invenzione descritti negli Esempi 8-17. 

Figura 8: biosensore per la determinazione dell'urea, emateina in 

soluzione, elettrodo di platino (curva a) o elettrodo composito solido 

(curva b); 

Figura 9: biosensore per la determinazione dell'urea, emateina in 
soluzione, elettrodo composito solido contenente ureasi, in presenza di 
tampone fosfato 5 mM (curva a) o 1 mM (curva b); 
Figura 10: biosensore per la determinazione dell'urea, elettrodo solido 
composito contenente lauril gallato; 

Figura 11: biosensore per la determinazione dell'ossalacetato, emateina 
in soluzione, elettrodo solido composito; 

Figura 12: biosensore per la determinazione del glucosio, elettrodo 
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composito solidomodificato con film di poli(orto4enilendiammina); 
Figura 13: biosensore per la determinazione dell'idrogencarbonato, 
emateina in soluzione, elettrodo di piatino; 

Figura 14: biosensore per la determinazione della penicillina, emateina 
in soluzione, elettrodo di piatino; 

Figura 15: biosensore per la determinazione dell'ATP, emateina in 
soluzione, elettrodo di piatino; 

Figura 16; biosensore per la determinazione dell'urea, elettrodo d'oro 

con monostrato di blu di metilene. 

DESCRIZIONE DETTAGLIATA DELL'INVENZIONE 

Uoggetto della presente invenzione e un sistema biosensore 

amperometrico per la determinazione degli analiti, che comprende: 

(a) almeno un biocatalizzatore che produce una variazione di pH a 
seguito della sua interazione con I'analita da determinare; 

(b) almeno un composto che esibisca diverse propriety redox nelle sue 
forme protonizzate e non. Detto composto sara di seguito indicate come 
"composto redox pH-sensibile"; 

(c) un elettrodo di lavoro; 

(d) un elettrodo di riferimento 

Gli elettrodi citati alle voci (c) e (d) sono entrambi collegati ad un 
amperometro. 

In una delle realizzazioni deil'invenzione, il biocatalizzatore (a) ed i 
composti redox sensibili al pH (b) sono tutti contenuti nell'elettrodo di 
lavoro; in alternativa uno o piu di tali component sono present! nella 
soluzione di misura in cui gli elettrodi sono immersi. 

8 
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II biosensore dell'invenzione puo essere a scelta coperto da 
un'adeguata membrana semipermeabile. 

II principio operative dei biosensor! in oggetto e di seguito descritto. Gli 
elettrodi vengono messi in una soluzione di misura e tra loro viene 
applicato un potenziale di lavoro. La reazione agli elettrodi viene fatta 
proseguire fino al raggiungimento dell'equilibrio tra la forma ossidata e la 
forma ridotta del composto redox pH-sensibile (b). Questa reazione 
elettrochimica viene accompagnata da un flusso di elettroni misurato 
come corrente elettrica mediante Tamperometro. Fino a questo punto, il 
biocatalizzatore (a) non viene coinvolto. Una volta che il campione con 
I'analita viene aggiunto alia soluzione, si venfica la reazione 
biocatalizzatore/analita ed il pH si modifica conseguentemente; la 
variazione di pH sposta I'equilibrio delle forme protonizzate/non 
protonizzate del composto redox (b). Dal momento che queste forme del 
composto redox esibiscono diverse propriety redox, cambiamenti nella 
loro concentrazione danno luogo ad un cambiamento di corrente al 
potenziale costante applicato. II cambiamento di corrente viene 
monitorato daH'amperometro e dipende dalla concentrazione del 
substrate 

Per quanta riguarda la natura di detto biocatalizzatore (a), questo pud 
essere una qualsiasi entity biologica capace di interagire con I'analita da 
determinare e di causare una variazione di pH come risultato di questa 
interazione. In pratica, ogni biocatalizzatore che reagisca con il suo 
substrata normale generando o consumando ioni H+ pu6 essere usato 
come biocatalizzatore per la determinazione di quel substrata. 

9 
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Biocatalizzatori adeguati sono ad esempio enzimi che catalizzano 
reazioni che implicano la produzione o il consumo di ioni H+; esempi 
tipici sono le idrolasi, ossidoreduttasi, transferase liasi, ligasi e 
preferibilmente le fosforilasi, decarbossilasi, esterasi, proteinasi, 
deaminasi, amidasi, fosfatasi, sintetasL Altri esempi di biocatalizzatori 
con le stesse caratteristiche si possono trovare tra le immunoproteine, 
gli acidi nucleici. i sinzimi, gli anticorpi catalitici. 

Altri biocatalizzatori che modificano il pH si possono ritrovare tra le 
strutture biologiche o gli aggregati biologici come le cellule, i frammenti 

cellulari, i tessuti, gli organelli ed i loro frammenti, frazioni, omogenati, 
estratti, lisati. 

E' possibile utilizzare un singolo biocatalizzatore oppure una miscela di 
due o piu degli stessi. 

La scelta del biocatalizzatore adatto 6 determinata dalla natura 
dell'analita stesso, in base alia regola secondo la quale I'analita deve 
agire come substrato per il biocatalizzatore: per esempio, le esterasi 
saranno indicate per la determinazione analitica degli esteri; le 
decarbossilasi saranno utilizzate per la determinazione degli acidi 
carbossilici, le deaminasi per le ammine e via di seguito. 
Esempi dei biocatalizzatori preferiti per la presente invenzione sono: 
ureasi, ossalacetato decarbossilasi, glucosio ossidasi, anidrasi 
carbonica, penicillinase apirasi, per la determinazione rispettivamente di 
urea, ossalacetato, glucosio, idrogenocarbonati, penicillina, ATP. 
Nei biosensori deirinvenzione, i biocatalizzatori (a) possono essere 
incorporati neirelettrodo di lavoro oppure possono essere presenti nella 

10 
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soluzione di misura in forma dispersa o solubile. 
L'incorporazione di detto biocatalizzatore nell'elettrodo di lavoro 6 
particolarmente indicate per la preparazione di biosensori compositi. 
Detti biocatalizzatori possono essere anche applicati alia superficie degli 
elettrodi di lavoro. In questo caso, essi vengono normalmente 
immobilizzati mediante metodi fisici o chimici. I metodi preferiti per 
I'immobilizzazione consistono nella copertura con membrana 
semipermeable, inclusione in un polimero o uno strato di gel, 
crosslinking con agenti bifunzionali, legame covalente, adsorbitnento, 
immobilizzazione nella membrana esterna. 

La sistemazione del biocatalizzatore nella soluzione di misura viene 
normalmente effettuata sciogliendo il biocatalizzatore in soluzione, 
oppure disperdendolo omogeneamente. Cio 6 particolarmente indicato 
per i biosensori usa e getta a pellicola spessa, dove il biocatalizzatore 
viene disciolto in tutto il volume del campione aggiunto. E' indicata per i 
biosensori specifici per gli analiti polimerici perch6 evita I'insorgere di 
impedimenti sterici che si verificherebbero nel caso del biocatalizzatore 
immobilizzato. Un'altra possibile modo di alloggiamento del 
biocatalizzatore nel sistema biosensore delHnvenzione consiste nella 
sua immobilizzazione in un piccolo bioreattore inserito di fronte 
aH'elettrodo di lavoro quando il sistema di flusso viene applicato. 
Quando I'attivita del biocatalizzatore richiede la presenza di un cofattore, 
ad es. un coenzima o un attivatore, i biosensori dell'invenzione 
comprendono anche detto cofattore. II cofattore viene preferibilmente 
messo insieme al biocatalizzatore , cioe entrambi sono presenti sulla 

11 
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superficie dell'elettrodo, oppure entrambi nel corpo deirelettrodo o nella 
soluzione. 

Un ulteriore elemento del sistema biosensore secondo Tinvenzione e 
rappresentata dal composto redox pH-sensibile (b). Questi sono 
composti che sono presenti in soluzione in equilibrio tra forma 
protonizzata e quella non protonizzata, che hanno diversi potenziali 
redox. 

I composti redox sensibili al pH possono essere scelti nel gruppo degli 
idrocarburi ciclici che contengono da 4 a 30 atomi di carbonio e sostituiti 
con almeno un gruppo scelto tra -OH, -SH, -NH 2 , =0, =S, =NH, -OR 1( - 
SR 1f -NHR 1( -NR^, =NR 1( dove R, ed R 2 sono catene di idrocarburi 
eventualmente ulteriormente sostituite, o dal gruppo di composti 
eterociclici, contenenti da 3 a 30 atomi di carbonio ed uno o piu 
eteroatomi scelti tra N, S, O, Se, Te, B, P, As, Sb, Si, eventualmente 
sostituiti con un gruppo scelto tra -OH, -SH, -NH 2l =0, =S, =NH, -OR, - 
SR,, -NHR,, -NR 1 R 2 , =NR 1( dove R, ed R 2 sono catene di idrocarburi 
indipendenti. Questi composti possono essere a scelta in forma di 
monomero, oligomero o polimero. I composti di cui sopra possono 
essere utilizzati da soli o in una miscela di due o piu di loro. 
Le classi preferite di composti redox sensibili al pH sono indicatori di pH 
(ad es. ematossillina, emateina), fenossazine e fenotiazine (ad es. blu 
metilene), antiossidanti naturali (ad es. quercitina, flavonoidi, 
alchilgallati) orto-fenilendiammine o para-fenilendiammine polimerizzate. 
Secondo Tinvenzione, il composto redox pH-sensibile e presente 
neU'elettrodo di lavoro oppure viene sciolto nella soluzione di misura. I 
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composti redox sensibili al pH che sono solubili in acqua vengono 
preferibilmente aggiunti alia soluzione; quelli insolubili in acqua vengono 
preferibilmente usati per modificare Telettrodo di lavoro. 
Quando 6 presente nell'elettrodo di lavoro, il composto redox pH- 
sensibile pud essere depositato sulla sua superficie in forma libera, 
oppure pud essere chimicamente o fisicamente legato (immobilizzato) 
alia superficie dell'elettrodo di lavoro; oppure pud essere un componente 
del corpo di un elettrodo di lavoro composite 

Se it composto redox pH-sensibile 6 un polimero o un oligomero, questo 
pud essere anche preparato in situ sulla superficie dell'elettrodo di 
lavoro mediante polimerizzazione chimica o fisica, preferibilmente 
mediante una polimerizzazione radicalica, elettropolimerizzazione o 
fotopolimerizzazione. 

Tra i composti redox citati sopra, i coloranti fenotiazinici e le poli(orto- 
fenilendiammine) sono particolarmente indicati per essere fisicamente o 
chimicamente legati alia superficie dell'elettrodo. L'emateina, 
rematossillina, i coloranti fenotiazinici e la quercitina sono 
particolarmente indicati per essere aggiunti alia soluzione di misura. Gli 
alchil gallati sono preferibilmente adatti per essere incorporati nel corpo 
del biosensore come component! di un elettrodo di lavoro composito. 
Vari elettrodi di lavoro possono essere utilizzati quale elemento (c) del 
sistema biosensore dell'invenzione. Detti elettrodi di lavoro sono scelti 
nel gruppo composto da elettrodi di lavoro classici usati in amperometria 
(come ad esempio, elettrodi di platino, oro, mercuric grafite vetrosa) 
oppure da elettrodi compositi (come ad esempio gli elettrodi di grafite). 
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Similmente, gli elettrodi di riferimento utili quale elemento (d) del sistema 
biosensore dell'invenzione sono comunemente disponibili in 
amperometria. Gli elettrodi di riferimento preferiti sono gli elettrodi 
standard a calomelano (SCE) e ad Ag/AgCI. L'elettrodo Ag/AgCI 6 
particolarmente indicate grazie alia possibility di assumere vari design 
(forme), come ad esempio, coclea, strata, o barra. 
II potenziale di lavoro da applicare tra i due elettrodi e preferibilmente 
vicino a 0.0 mV oppure e negativo (verso Ag/AgCI elettrodo di 
riferimento). L'applicazione di questo potenziale riduce sostanzialmente 
possibili interferenze elsttrochimiche che derivano da composti 
interferenti facilmente ossidabili present! nei campioni reali. 
Diversamente dai biosensori amperometrici classici, dove le misure sono 
eseguite in soluzioni fortemente tamponate che richiedono un pH 
costante, nella presente invenzione le misure sono eseguite con 
soluzioni non tamponate oppure con soluzioni di misura con una bassa 
capacity tampone. Se viene utilizzata una soluzione con bassa capacity 
tampone, la concentrazione preferita dei composti tampone 6 compresa 
neH'intervallo tra 0.5 e 20 mM. 

II termine "soluzione di misura" utilizzato in questa invenzione non 6 
strettamente limitato ai sistemi dove tutti i component! sono sciolti, ma 
racchiude anche i sistemi liquidi dove almeno parti delle componenti 
sono contenute in uno stato disperso omogeneamente, come le 
sospensioni, le emulsioni e via di seguito. 

II sistema biosensore realizzato come descritto nella presente 
invenzione permette di determinare, per via amperometrica, molti piu 
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analiti di quanti non sia finora possibile. II segnale in uscita e lineare. 
Tale linearity permette di correlare facilmente all'interno di un ampio 
range di concentrazione i cambiamenti di corrente registrati per le 
concentrazioni delPanalita. 

II sistema biosensore secondo la presents invenzione esibisce una 
buona specificity e sensibility una procedura di fabbricazione semplice 
ed un design versatile. La sensibility dei biosensori descritti di seguito 
(sezione Esempi) si situa nel range da 0.1 a 5 \xA mM' 1 cm" 2 e i limiti di 
rilevamento sono compresi neirintervallo compreso tra 10 -5 e 10" 7 M. 

I biosensori della presente invenzione sono versatili per quanto riguarda 
la variability del biocatalizzatore, i composti redox pH-sensibili, gli 
elettrodi di lavoro e di riferimento e la sistemazione del biosensore. Essi 
permettono anche una buona variability nel design del biosensore. 
Infatti, il sistema biosensore dell'invenzione pud essere applicato ai 
design piu comuni di biosensori, che hanno diverse forme, dimension! e 
sistemazione, quali ad es. i biosensori a striscia, puntale, ago. Disco, 
tubo, spirale, strata spesso, strata sottile ed altre forme degli elettrodi 
ben si adattano al biosensore descritto nell'invenzione. La costruzione 
dei microelettrodi basata sulla presente invenzione e anche possibile. 

II sistema biosensore secondo la presente invenzione pu6 essere 
vantaggiosamente usato nella diagnostica sia nell'uomo che negli 
animali, nei process! industriali, nell'industria agro-alimentare, nelle 
biotecnologie, nell'industria farmaceutica, nel monitoraggio ambientale e 
via di seguito. 

Tutti questi usi sono compresi nella presente invenzione. 
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Un'ulteriore realizzazione dell'invenzione riguarda un metodo per 
determinare la concentrazione di analiti caratterizzata dall'utilizzo dei 
nuovi biosensori descritti precedentemente. 

Un metodo preferito di determinazione comprende i seguenti passaggi: 

(a) sistemare gli elettrodi in una soluzione di misura; 

(b) applicare un potenziale adeguato tra gli elettrodi; 

(c) misurare una corrente di base; 

(d) aggiungere alia soluzione il campione contenente Panalita da 
determinare; 

(e) misurare un cambiamento di corrente che e proporzionale alia 
concentrazione dell'analita; 

(f) eventualmente sottrarre il cambiamento di corrente misurato con un 
elettrodo di bianco dal valore ottenuto in (e). 

II passaggio (f) viene aggiunto in modo da eliminare possibili 
interferenze. L'elettrodo di bianco differisce da un normale elettrodo di 
lavoro come descritto finora, soltanto in quanta contiene detti 
biocatalizzatori in forma non-attiva oppure non li contiene affatto. La 
procedura per Tottenimento del cambiamento di corrente misurato con 
l'elettrodo di. bianco 6 identica a quella descritta nei passaggi (a)- (e). 
Tutte le letture vengono fatte dopo che il campione 6 stato 
uniformemente diluito nella soluzione di misura ed il segnale 6 stabile. 
Come scritto sopra, Hnvenzione 6 compatibile con diversi design del 
biosensore, come puntali, aghi, strisce, etc. Alcune di queste forme (vedi 
biosensori a striscia) lavorano in assenza di una soluzione di misura e 
reagiscono immediatamente per contatto con il campione contenente 
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I'analita. Questo contatto avviene ad esempio per aggiunta al 
biosensore di una goccia del campione contenente I'analita, sul 
biosensore oppure per immersione del biosensore in questa stessa 
soluzione. In questi casi il metodo di determinazione dell'analita viene 
cosi modificato: 

(a) applicare un potenziale adeguato tra gli elettrodi; 

(b) misurare una corrente di base; 

(c) mettere il campione contenente I'analita in contatto con il biosensore; 

(d) misurare un cambiamento di corrente che 6 proporzionale alia 
concentrazione dell'analita; 

(e) eventualmente sottrarre il cambiamento di corrente misurato con un 
elettrodo di bianco dal valore ottenuto in (d). 

I metodi di cui sopra possono essere qualitativi (cioe permettono di 
determinare la presenza dell'analita nella soluzione) oppure quantitativi 
(cio6 permettono di determinare la sua concentrazione) poich6 il 
cambiamento di corrente e proporzionale alia concentrazione 
dell'analita. 

Fino ad ora si e inteso che il biocatalizzatore reagisce positivamente con 
I'analita provocando il cambiamento di pH. In una ulteriore realizzazione 
dell'invenzione, il sistema individua la presenza di un anaiita che inibisce 
il biocatalizzatore. L'interazione funziona in questo caso in senso 
negative ed il cambiamento di corrente che dipende dal grado di 
inibizione sara proporzionale alia concentrazione deH'analita-inibitore. 
Questo aspetto amplia ulteriormente lo spettro di analiti individuabili con 
la presente invenzione. Infatti, ogni sostanza che funzioni come inibitore 
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di un biocatalizzatore che modifica il pH pud essere cosl individuata. 
Al fine di implementare questo aspetto dell'invenzione, il metodo di 
misura viene in parte modificato aggiungendo al sistema il normale 
substrata del biocatalizzatore prima di aggiungere il campione con 
Tanalita-inibitore che deve essere testato. II metodo di conseguenza 
comprende le seguenti fasi: 

(a) sistemare gli elettrodi in una soluzione di misura; 

(b) applicare un potenziale adeguato tra gli elettrodi; 

(c) aggiungere il substrata di detto biocatalizzatore alia soluzione di 
misura; 

(d) misurare una corrente di base; 

(e) aggiungere alia soluzione il campione contenente I'analita-inibitore 
da determinare; 

(f) misurare un cambiamento di corrente che 6 proporzionale alia 
concentrazione dell'analita-inibitore; 

(g) eventualmente sottrarre il cambiamento di corrente misurato con un 
elettrodo di bianco dal valore ottenuto in (f). 

Se il design del biosensore (vedi biosensore a striscia) consente di 
lavorare in assenza di una soluzione di misura, allora il metodo di cui 
sopra viene modificato come segue: 

(a) applicare un potenziale adeguato tra gli elettrodi; 

(b) aggiungere il substrata di detto biocatalizzatore; 

(c) misurare una corrente di base; 

(d) mettere il campione contenente I'analita-inibitore in contatto con il 
biosensore; 
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(d) misurare un cambiamento di corrente che e proporzionale alia 
concentrazione dell'analita-inibitore; 

(e) eventualmente sottrarre il cambiamento di corrente, misurata con un 
elettrodo di bianco, dal valore misurato in (d). 

II passaggio (c) viene condotto aggiungendo al biosensore una goccia 
del campione contenente I'analita-inibitore oppure per immersione nella 
stessa soiuzione. 

Questo metodo pud essere ulteriormente usato per determinare le 
attivite enzimatiche. In questo caso, i cambiamenti di corrente devono 
essere misurati in dipendenza del tempo. 

L'invenzione viene ora illustrata con i seguenti esempi sperimentali, che 
tuttavia non sono limitativi. 
PARTE SPERIMENTALE 
Esempio n.1 

Variazione dei cambiamenti di corrente con il pH in presenza di 
emateina in soiuzione utilizzando un elettrodo diplatino. 
L'emateina (Fluka, Cat. No. 51230) viene sciolta in tampone fosfato 0.05 
M contenente 0.1 M di cloruro di sodio. L'elettrodo di lavoro in platino e 
I'elettrodo di riferimento SCE vengono immersi nella soiuzione e la 
corrente viene misurata con un rilevatore amperometrico Amel 559 
(Amel Instruments, Milano, Italy) al potenziale costante di 0.0 mV. II 
valore del pH diminuisce con I'aggiunta di aliquote di acido solforico 2M 
ed il corrispondente cambiamento di corrente viene monitorato. 
Contemporaneamente il pH viene misurato dal pH-metro (PHM 85, 
Radiometer, Copenhagen, Danimarca). La relazione tra il cambiamento 
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di corrente ed il pH per due concentrazioni di emateina (0.5 mM - curva 
a; e 2.5 mM - curva b) e illustrate) alia Figura 1. 
Esempio n. 2 

Variazione dei cambiamenti di corrente con il pH in presenza di 
emateina in soluzione usando elettrodi compositi. 
L'elettrodo a pasta composita viene preparato mescolando sotto 
agitazione vigorosa 7 parti (p/p) di grafite (Fluka, Cat. No. 50870) con 3 
parti (p/p) di olio di paraffina (Fluka, Cat. No. 76235) in mortaio. La 
miscela viene introdotta in un tubo di plastica (diarnetro interno 2 mm) 
dotato di un cilindretto di ottone. L'elettrodo a pasta composita viene 
preparato miscelando vigorosamente 2 parti (p/p) di grafite con 3 parti 
(p/p) di n-eicosano fuso (Sigma, Cat. No. E-9752) a 45X. Tale miscela 
viene introdotta in un tubo di plastica (diarnetro interno 2 mm) dotato di 
un cilindretto di ottone. Entrambi gli elettrodi vengono levigati su un 
foglio di carta prima dell'uso. Le misure elettrochimiche vengono 
eseguite come descritto nelPEsempio 1 con 0.5 mM di emateina ed i 
cambiamenti di corrente ottenuti vengono illustrati alia Figura 2 (curva a 
- elettrodo a pasta composita, curva b - elettrodo solido composito). 
Esempio n. 3 

Variazione dei cambiamenti di corrente con il pH utilizzando un elettrodo 
d'oro modificato con blu di metilene. 

L'elettrodo d'oro appena pulito (Amel Instruments) viene immerso in una 
soluzione 0.5 mM di blu di metilene (Aldrich, Cat. No. 86, 124-3) per 12 
ore. Quindi, l'elettrodo viene adeguatamente risciacquato con acqua 
deionizzata. Le misure elettrochimiche vengono svolte come descritto 
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neirEsempio n.1 ( utilizzando un potenziale di lavoro di -100 mV (contro 
SCE). I risultati vengono illustrati nella Figura 3. 
Esempio n. 4 

Variazione dei cambiamenti di corrente con il pH utilizzando un elettrodo 
composito in presenza di ematossilina,quercitina ed armalina in 
soluzione. 

Gli elettrodi solidi compositi vengono preparati come descritto 
all'Esempio n. 2. II pH viene misurato in soluzioni di 0.5 mM di 
ematossilina, quercitina, armalina utilizzando il tampone descritto 
all'Esempio n.1. II potenziale di lavoro per rematossilina e la quercitina 6 
di 0.0 mV (contro SCE), per I'armalina 6 invece 600 mV. I risultati sono 
illustrati alia Figura 4 (curva a -ematossilina; curva b - quercitina; curva c 
- armalina). 
Esempio n. 5 

Variazione dei cambiamenti di corrente con il pH utilizzando un elettrodo 
composito solido la cui superficie e stata modificata con un film di poli- 
orto-fenilendiammina. 

Uelettrodo composito solido viene preparato miscelando vigorosamente 
la grafite con n-eicosano fuso (rapporto del peso 1:1) a 45°C. La miscela 
cosi ottenuta viene introdotta in un tubo di plastica (diametro interno 2 
mm) provvisto di un cilindretto di ottone. Una pellicola di poli-(orto- 
fenilendiammina) viene depositata sulla superficie deli'elettrodo levigato 
mediante polimerizzazione elettrochimica del monomero di orto- 
fenilendiammina (Sigma, Cat. No P-9029) in soluzione acquosa. Tale 
processo viene eseguito nel seguente modo: la scansione del potenziale 
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di elettrodo viene ripetuta 30 volte tra -0.5 mV e 0.7 V (contro SCE) a 50 
mVs° in un tampone privo di ossigeno di 0.1 mM acetato a pH 5.0 
contenente 0.5 mM di orto-fenilendiammina in atmosfera inerte, 
L'elettrodo modificato viene quindi risciacquato cornpletamente con il 
tampone fosfato. Questo biosensore viene testato a diversi valori di pH 
di una soluzione ed il cambiamento di corrente viene misurato seguendo 
la stessa procedure descritta aH'Esempio 1. II potenziale di lavoro e di 
-600 mV. I risultati sono illustrati alia Figura 5. 
Esempio n. 6 

Variazione dei cambiamenti di corrente per un elettrodo di platino la cui 
superficie e modificata con polipirogallolo. 

La pellicola di polipirogallolo viene depositata sulla superficie appena 
pulita dell'elettrodo di platino mediante polimerizzazione elettrochimica di 
25 mM di pirogallolo (Aldrich, Cat. Mo. 25.400-2) in soluzione acquosa 
contenente tampone fosfato 0.15 M (pH 7.0) e tetraetilammonio 
tetrafluoroborato 0.1 M (Aldrich, Cat. No. 24, 214-4). La scansione del 
potenziale dell'elettrodo viene ripetuta 3 volte tra 0.0 V ed 1.1 V (contro 
SCE) a 50 mVs" 1 . L'elettrodo modificato viene poi risciacquato 
cornpletamente con il tampone fosfato. Questo biosensore viene testato 
a diversi valori di pH di una soluzione ed il cambiamento di corrente 
viene misurato con la stessa procedura descritta aH'Esempio 1. II 
potenziale di lavoro e di 200 mV. I risultati sono illustrati alia Figura 6. 
Esempio n. 7 

Variazione dei cambiamenti di corrente con il pH per un elettrodo solido 
composito modificato con lauril gallato. 
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La polvere di grafite viene modificata come segue: 100 mg di lauril 
gallato (Fluka, Cat. No. 48660) vengono sciolti in 2 ml di acetone e 400 
mg di grafite vengono aggiunti alia soluzione. La miscela viene poi 
sottoposta ad agitazione fino a renderla omogenea e I'acetone viene 
quindi evaporato con un flusso di aria forzata a temperatura ambiente. 
100 mg di acido laurico (Fluka, Cat. Mo. 61610) e 150 mg di 2- 
esadecanone (Fluka, Cat. No 69250) vengono sciolti in un crogiolo di 
porcellana a 50°C e miscelati vigorosamente con 250 mg della grafite 
modificata. Un tubo di plastica (diametro interno 2 mm) provvisto di un 
cilindretto di ottone viene riempito con questa miscela e poi il materiale 
dell'elettrodo viene soiidificato a temperatura ambiente. La superficie 
dell'elettrodo viene levigata con carta vetrata e ripulita con un foglio di 
carta comune. La dipendenza del cambiamento di corrente dal pH 
dell'elettrodo modificato con lauril gallato si misura con la stessa 
procedura descritta all'Esempio n.1. II potenziale di lavoro e di 200 mV. I 
risultati sono illustrati alia Figura 7. 
Esempio n. 8 

Preparazione del biosensore per la determinazione di urea basato su un 
etettrodo diplatino modificato con ureasi ed emateina in soluzione. 
Una soluzione (2 jJ, 10 mg/ml) di ureasi (EC 3.5.1. 5„ Sigma, Cat. No. U- 
0376) viene applicata sulla superficie dell'elettrodo di platino. Dopo 
essiccazione a temperatura ambiente, I'elettrodo viene coperto con una 
membrana di dialisi (Spectra/Por MWCO 6,000 - 8,000), fissata 
mediante un anello ad O. II biosensore viene immerso in un tampone 
fosfato 1 mM (pH = 7.35) che contiene emateina 0.5 mM e cloruro di 
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sodio 0.1 mM. Quindi il biosensore viene polarizzato a 0.0 mV (contra 
SCE). Si aggiungono alcune atiquote di soluzione di urea (5 mg/ml) al 
tampone di misura. La relazione tra la concentrazione di urea ed il 
cambiamento di corrente e rappresentato alia Figura 8 (curva a). 
Esempio n. 9 

Preparazione del biosensore per la determinations deirurea basato 
sull'elettrodo composite solido modificato con ureasi ed emateina in 
soluzione 

Uelettrodo composite solido viene preparato come descritto airEsempio 
2. L'ureasi (2jal B 10 mg) viene applicata sulla superficie deirelettrodo 
pulita. Dopo essiccazione, I'elettrodo viene coperto con una membrana 
di dialisi (Spectra/Por MWCO 6,000 - 8,000) per mezzo di un anello ad 
O. II biosensore viene immerso in tampone fosfato 1mM (pH = 7.35) 
contenente emateina 0.5 mM e cloruro di sodio 0.1 M. L'elettrodo viene 
polarizzato a 0.0 mV (contro SCE). Si aggiungono alcune aliquote di 
soluzione standard di urea (5mg/ml) al tampone di misura. La relazione 
tra la concentrazione di urea ed il cambiamento di corrente 6 
rappresentata alia Figura 8 (curva b). 
Esempio n. 10 

Preparazione del biosensore per I'urea basato sull'elettrodo composito 
solido modificato nel corpo ed emateina in soluzione 
La polvere di grafite viene modificata nel seguente modo: 97 mg di 
polvere di grafite vengono aggiunti a 0.5 ml della soluzione acquosa di 
ureasi (6 mg/ml). La miscela viene mescolata accuratamente fino a 
renderla omogenea e I'acqua viene fatta evaporare delicatamente. 50 
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mg della grafite modificata vengono mescolati a 50 mg di 2- 
esadecanone a 50°C e la miscela ottenuta viene introdotta in un tubo di 
plastica (diametro interno di 2 mm) provvisto di un cilindretto di ottone; la 
miscela viene quindi lasciata raffreddare a temperatura ambiente. 
L'elettrodo viene levigato con un foglio di carta e coperto con una 
membrana di dialisi (Spectra/Por MWCO 6,000 - 8,000). II biosensore 
viene immerso nel tampone fosfato (1 o 5 mM, pH 7.50) contenente 
emateina 0.5 mM e cloruro di sodio 0.1 M e viene poi polarizzato a 0.0 
mV (contro SCE). Si aggiungono quindi alcune aliquote di soluzione 
standard di urea (5 mg/ml) al tampone di misura. I cambiamenti di 
corrente vengono registrati ed i risultati sono illustrati alia Figura 9, dove 
la curva b) si riferisce a 1 mM di tampone fosfato. 
Esempio n. 11 

Preparazione del biosensore per I'urea che utilizza un elettrodo 
composite solido modificato con ureasi e contenente lauril gallato. 
La polvere di grafite viene modificata nel modo seguente: 20 mg di lauril 
gallato vengono sciolti in 0.5 ml di acetone e 90 mg di grafite vengono 
aggiunti alia soluzione. La miscela viene agitata fino a renderla 
omogenea e Pacetone viene fatto evaporare sotto flusso di aria forzata a 
temperatura ambiente. 40 mg di 2-esadecanone e 5 mg di acido stearico 
(Aldrich, Cat. No. 26, 838 - 0) vengono sciolti in un crogiolo di porcellana 
a 55°C e mescolati vigorosamente con 55 mg della grafite modificata di 
cui sopra. La miscela viene introdotta in un tubo di plastica (diametro 
interno 2 mm) provvisto di un cilindretto di ottone. L'ureasi (1 jal, 30 
mg/ml) viene applicata sulla superficie dell'elettrodo appena pulita. Dopo 
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averlo fatto asciugare, I'elettrodo viene coperto con una membrana di 
dialisi (Spectra/Por MWCO 6,000 - 8,000) fissata con un anello ad O. II 
biosensore viene immerso in un tampone fosfato 1mM (pH. 7.35 
contenente cloruro di sodio 0.1 M). Viene poi polarizzato a 200 mV 
(contro SCE). Si aggiungono quindi varie aliquote di soluzioni standard 
di urea (5 mg/ml) al tampone di misura. I cambiamenti di corrente 
vengono registrati. La relazione tra la concentrazione di urea ed il 
cambiamento di corrente sono illustrati alia Figura 10. 
Esempio n. 12 

Preparazione del biosensore per I'ossalacetato basato sull'efettrodo 
composite solido modificato con decarbossilasi ossalacetato e con 
emateina in soluzione. 

L'elettrodo composito solido viene descritto airEsempio n. 2. La 
decarbossilasi ossalacetato (EC 4.1.1. 3., ICN, Cat. No. 156007, 5,3 U) 
viene applicata sulla superficie dell'elettrodo. Dopo averlo asciugato, 
I'elettrodo viene coperto con una membrana di dialisi (Spectra/Por 
MWCO 6,000 - 8,000), fissata mediante un anello ad O. II biosensore 
viene immerso in tampone fosfato 1mM (pH 8.0) contenente emateina 
0.5 mM e cloruro di sodio 0.1 M. Viene quindi polarizzato a 0.0 mV 
(contro SCE). Vengono aggiunte varie aliquote di soluzione standard di 
sodio ossalacetato (20 mg/ml) al tampone di misura. I cambiamenti di 
corrente vengono registrati. La relazione tra la concentrazione di 
ossalacetato ed il cambiamento di corrente e illustrata alia Figura 11. 
Esempio n. 13 

Preparazione del biosensore basato su un elettrodo composito solido 
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modificato con glucosio ossidasi e ricoperto con una pellicola di polh 
(para-fenilendiammina). 

L'elettrodo composite) solido con la spessa pellicola di poli-(para- 
fenilendiammina) viene preparato come descritto airEsempio 5. La 
glucosio ossidasi (EC 1.1.3.4, Sigma F Cat. No. G-7016, 2 \i\ t 10 mg/ml) 
viene applicata sulla superficie dell'elettrodo, che viene quindi asciugato 
e coperto con una membrana di dialisi (Spectra/Por MWCO 6,000 - 
8,000), fissata mediante un anello ad O. II biosensore viene immerso in 
tampone fosfato, 1mM (pH 7.0) contenente cloruro di sodio 0.1 M, Viene 
quindi polarizzato a -600 mV (contro SCE). Si aggiungono poi vane 
aliquote di soluzione standard di glucosio (20 mg/ml) al tampone di 
misura. I cambiamenti di corrente vengono registrati. II rapporto tra la 
concentrazione di glucosio ed il cambiamento di corrente 6 illustrate) alia 
Figura 12. 
Esempio n. 14 

Preparazione del biosensore idrogeno carbonato basato sull'elettrodo di 
platino modificato con anidrasi carbonica ed emateina in soluzione. 
Una soluzione di anidrasi carbonica (EC 4.2.1.1, Sigma, Cat. No. C- 
4831, 2400 W-A unite, 2 100 mg/ml) viene applicata sulla superficie 
deU'elettrodo di platino. Dopo averlo asciugato, l'elettrodo viene coperto 
con una membrana di dialisi (Spectra/Por MWCO 6,000 - 8,000) fissata 
mediante un anello ad O. II biosensore viene immerso in Tris-HCI 4 mM 
(pH 8.30) contenente 0.5 mM di emateina e 0.1 M di cloruro di sodio. 
Viene quindi polarizzato a 0.0 mV (contro SCE). Si aggiungono alcune 
aliquote di soluzione standard di sodio idrogeno-carbonato (10 mg/ml) al 
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tampone di misura. I cambiamenti di corrente vengono registratL II 
rapporto tra la concentrazione di idrogencarbonati ed il cambiamento di 
corrente viene illustrate) alia Figura 13. 
Esempio n.15 

Preparazione del biosensore basato su un elettrodo di lavoro in platino 
modificato con penicillinasi e con emateina in soluzione. 
Una soluzione (2 \i\ t 100 mg/ml) di penicillinasi (EC 3.5.2.6, Sigma, Cat. 
No P-0389) viene applicata sulla superficie dell'elettrodo di platino. Dopo 
averlo asciugato a temperatura ambiente, I'elettrodo viene coperto con 
una membrana di dialisi (Spectra/Por® MWCO 6,000 - 8,000) fissata 
mediante un anello ad O. II biosensore viene quindi immerso in tampone 
fosfato 1 mM (pH= 7.5) contenente emateina 0.5 mM e cloruro di sodio 
0.1 M. Viene quindi polarizzato a 0.0 mV (contro SCE). Si aggiungono 
poi alcune aliquote di soluzione standard di benzilpenicillina sodica (20 
mg/ml) al tampone di misura. I cambiamenti di corrente vengono 
registrati. La relazione tra la concentrazione di benzilpenicillina ed il 
cambiamento di corrente 6 illustrata alia Figura 14. 
Esempio n. 16 

Preparazione del biosensore per ATP basato su un elettrodo di lavoro in 
platino modificato con apirasied emateina in soluzione. 
Una soluzione (2\x\ t 200 mg/ml) di apirasi (EC 3.6.1.5, Sigma, Cat. No A- 
6132) viene applicata sulla superficie deirelettrodo in platino. Dopo 
averlo asciugato a temperatura ambiente, I'elettrodo viene coperto con 
una membrana di dialisi (Spectra/Por® MWCO 6,000 - 8,000) fissata 
mediante un anello ad O. II biosensore viene immerso in Tris-HCI 2 mM 
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(pH = 7.0) contenente 0.5 mM di emateina e 0.25 M di cloruro di sodio. 
Viene quindi polarizzato a 0.0 mV (contro SCE). Si aggiungono poi varie 
aliquote di soluzione standard di ATP sale sodico (20 mg/ml) al tampone 
di misura. I cambiamenti di corrente vengono registrati. II rapporto tra la 
concentrazione di ATP ed il cambiamento di corrente 6 illustrate* alia 
Figura 15. 
Esempio n. 17 

Preparazione del biosensors per I'urea basato su elettrodo in oro 
modificato con blu di metilene. 

L'etettrodo viene preparato come descritto all'Esempio 3. L'ureasi (3|aL t 
10 mg/ml) viene applicata sulla superficie deirelettrodo. Dopo averlo 
asciugato, I'elettrodo viene coperto con una membrana di dialisi 
(Spectra/Por MWCO 6,000 - 8,000) fissata mediante un anello ad O. II 
biosensore viene immerso in tampone fosfato 1 mM (pH = 7.50) 
contenente cloruro di sodio 0.1 M. Viene quindi polarizzato a -100 mV 
(contro SCE). Vengono aggiunte alcune aliquote di soluzione standard 
di urea (5 mg/ml) al tampone di misura. I cambiamenti di corrente 
vengono registrati. La relazione tra la concentrazione di urea ed il 
cambiamento di corrente d illustrata alia Figura 16. 
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RIVENDICAZIONI 

1. Un sistema biosensore amperometrico per la deterrninazione di analiti 
che comprende: 

a) almeno un biocatalizzatore che per reazione con I'analita provoca una 
variazione di pH; 

b) almeno un composto che esibisce diverse proprieta redox nelle sue 
forme protonizzata e non-protonizzata (composti redox pH-sensibili); 

c) un elettrodo di lavoro; 

d) un elettrodo di riferimento. 

essendo detti elettrodi collegati ad un amperometro. 

2. II sistema biosensore secondo la rivendicazione 1, dove detto 
biocatalizzatore (a) viene scelto nel gruppo composto da enzimi, sinzimi, 
cellule, componenti cellulari, tessuti, immunoproteine, acidi nucleici, e 
loro estratti, loro frazioni, loro frammenti, loro omogenati, loro lisati. 

3. II sistema biosensore secondo la rivendicazione 2, dove detto enzima 
viene scelto nel gruppo composto da idrolasi, ossidoreduttasi, trasferasi, 
liasi, ligasi. 

4. II sistema biosensore secondo la rivendicazione 2, dove detto enzima 
viene scelto nel gruppo composto da fosforilasi, decarbossilasi, esterasi, 
fosfatasi, deaminasi. 

5. II sistema biosensore secondo la rivendicazione 2, dove detto enzima 
viene scelto nel gruppo composto da ureasi, ossalacetato 
decarbossilasi, glucosio ossidasi, anidrasi carbonica. penicillinasi, 
apirasi. 

6. II sistema biosensore secondo le rivendicazioni 1-5, dove detto 
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composto redox pH-sensibile (b) viene scelto nel gruppo composto da 
idrocarburi ciclici, contenenti da 4 a 30 atomi di carbonio e sostituiti con 
almeno un gruppo selezionato tra -OH, -SH, -NH 2l =0, =S, =NH, -OR 1t - 
SR^ -NHR r NR^, =NR 1( dove R 1 e R 2 sono catene di idrocarburi 
eventualmente ulteriormente sostituite, oppure nel gruppo dei composti 
eterociclici contenenti da 3 a 30 atomi di carbonio ed uno o piu 
eteroatomi selezionati tra N, S, 0, Se, Te, B, P, As, Sb, Si, essendo tali 
composti eventualmente sostituiti preferibilmente con un gruppo 
selezionato tra -OH, -SH, -NH 2 , =0, =NH, -OR 1t -SR lf NHR 1( - 
NR,R 2 =NR 1f dove e R 2 sono catene di idrocarburi. 

7. II sistema biosensore secondo le rivendicazioni 1-6, dove detto 
composto redox pH-sensibile (b) e in forma di monomero, oligomer© o 
polimero. 

8. II sistema biosensore secondo le rivendicazioni 1-7, dove detto 
composto redox pH-sensibile (b) viene scelto tra gii indicatori di pH, i 
coloranti fenossazinici e fenotiazinici, e gli antiossidanti natural!. 

9. II sistema biosensore in base alia rivendicazione 8, dove detto 
composto redox pH-sensibile (b) viene selezionato tra ematossillina, 
emateina, blu di metilene, quercitina, flavonoidi, alchil gallati, orto- 
fenilendiammina, oppure para-fenilendiammina polimerizzate. 

10. II sistema biosensore secondo le rivendicazioni 1-9, dove detto 
elettrodo di lavoro (c) 6 un elettrodo composito di platino, d'oro, di 
mercurio o di grafite vetrosa. 

11. II sistema biosensore in base alle rivendicazioni 1-10, dove detto 
elettrodo di riferimento (d) 6 selezionato nel gruppo composto da 
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elettrodi Ag/AgCI ed a calomelano. 

12. Un metodo di determinazione di analiti caratterizzato dall'uso di un 
sistema biosensore come descritto nelle rivendicazioni 1-11. 

13. Metodo secondo la rivendicazione 12, dove detto metodo consiste 
in: 

a) sistemare gli elettrodi in una soluzione di misura; 

b) applicare un potenziale adeguato tra gli elettrodi; 

c) misurare una corrente di base; 

d) aggiungere alia soluzione il campione contenente I'analita da 
determinare; 

e) misurare un cambiamento di corrente che 6 proportionate alia 
concentrazione dell'analita; 

f) eventualmente sottrarre il cambiamento di corrente misurato con un 
elettrodo di bianco dal valore ottenuto in (e). 

14. Metodo secondo la rivendicazione 12, dove detto metodo consiste 
in: 

a) applicare un potenziale adeguato tra gli elettrodi; 

b) misurare una corrente di base; 

c) mettere il campione contenente I'analita in contatto con il sistema 
biosensore; 

d) misurare un cambiamento di corrente che 6 proporzionale alia 
concentrazione dell'analita; 

e) eventualmente sottrarre il cambiamento di corrente misurato con un 
elettrodo di bianco dal valore ottenuto in (d). 

15. Metodo secondo la rivendicazione 12, dove il biocatalizzatore 
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contenuto nel sistema biosensore viene selezionato tra i biocatalizzatori 
che vengono inibiti da detto analita, detto metodo essendo consistente 
in: 

a) sistemare gli elettrodi in una soluzione di misura; 

b) applicare un adeguato potenziale tra gli elettrodi; 

c) aggiungere il substrata di detto biocatalizzatore alia soluzione di 
misura; 

d) misurare una corrente di base; 

e) aggiungere alia soluzione il campione contenente I'analita-inibitore da 
determinare; 

f) misurare un cambiamento di corrente che e pnoporzionale alia 
concentrazione dell'inibitore di analita; 

g) eventualmente, sottrarre dal valore ottenuto in f) il cambiamento di 
corrente misurato con I'elettrodo di bianco. 

16. Metodo secondo la rivendicazione 12, dove il biocatalizzatore 
contenuto nel sistema biosensore viene selezionato tra i biocatalizzatori 
che vengono inibiti da detto analita, detto metodo essendo consistente 
in: 

a) applicare un potenziale adeguato tra gli elettrodi; 

b) aggiungere il substrata di detto biocatalizzatore; 

c) misurare una corrente di base; 

d) mettere il sistema a contatto con il campione che contiene Tanalita 
che deve essere determinato; 

e) misurare un cambiamento di corrente, che 6 proporzionale alia 
concentrazione dell'inibitore-analita; 

33 



1498PTIT 



Notarbartolo & Gervasi S.p.A. 



eventualmente, sottrarre dal valore ottenuto in e) il cambiamento di 



corrente misurato con un elettrodo di bianco. 

17. Uso del sistema biosensore descritto nelle rivendicazioni 1-11 per la 
determinazione amperometrica di analiti nella diagnostica umana e 
veterinaria, nei processi industrial!, nel controllo quality di alimenti e 
mangimi, nelllndustria farmaceutica e nel monitoraggio ambientale. 
(GER/pd) 

Milano, Ii4 Febbraio 1999 



p. SAICOM S.r.l. 



il Mandatario 




Dr. Diego Pallini 

i/ 

NOTARBARTOLO & GERVASI S.pA 
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m 



m 
vm 

in 

It7J 
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Modified Csfbon Rtectnxtes 



TsUe 1 Com hi pad 



Cowy milium u/jwi* 



«UECd«ll* fntte 

GOO U.a^f)»*dfl»P 
OUX*2 into pit* 

GOD M- *t*r\ 

xwAod iato p4*tr 
(SOD (A. *fr*0 



Guptas powder w&d 



Diflcmt ftmcoM *»d 



Gmpfcua powder u>d min*r*i 
Graphite pottrttf W 



mixed rata twice 
(FasumrAQJW 

WD M 

Ittizad 10(0 ptttft 



GfxpfaH* powrlu tad 
Cr*p>** ponder, pwlflSo 

oa.»iwiNAn+ 



Graphite powder *ad 



Mddafebta* 



pol^ftihykM <utidt) 



OOD (j* njf^KKO for 
GOD) 

«ix*d «JW pmito 

GOO {A. *k*r\ and HW 
covtlafitty bound 
wxdiftked into p»t*» 

ifdMdbUopuit 

MOlftdiola conjpuw*© 

aural mu> p**9» 
GDJI 

miitd iato|4ttc 
(Euuaw 



OOD U. ic^rr) 
nuved into paste 
(E*hj*«) AQ 530. NsflMi 
OMibcwct Acaiiean, 
ptiOvpbtddrl cbollAC 
€bok«W?ro>) 

aiud into cwnposiu 

OOD [A. nt$tri 
wjifid iaio p**it 

GOOM.rttfcr) 
miged inu> eonpents 

I IDU> 



Cifbau (Mae fftAS* I. V ^Jimtf Mfemwww 



difaodMdfl'iiaivwed 
fnptdfe powder, 
ptenyboettiMiBaB oil, *nd 

G»phH*powdtra»dNuj»l TCNQ 



Dim* tfcpnvn xtxmltJ 



Gnpbitt pw^r wd 



Ferrocene nw«oc«rtKwy&i 
icui (in *oJmi«fi) 



paHLffla Oif 



OmpUte powder **d «pc»y 
paraffin Otf 



1 ^-(hmwdylfcTOJW's 



tdoxMC ethytaf* 4uide 



C^OKwW ftraplu'M wulMa CobU< pmh*k*yttt»«: 
Couofafai jrrtpWit mfoiiio VtojVtrrooofte 



«wttd inro pane 



Ail 



AuUtcainai 



+I.OVtvi At/AgCO 

•t6.?V(«.ftGE) 
(n, At/Aja) 

-aoiv<vi, 

-HUViw-AtfAtC!) 
OV<n»Ag/A*CD 
0V(v». Aa/AgCD 



+a-MV{vi.SCE> 



+1.15 V (vt. At/ 
A*Cl) 

+0.3 V {vt. SCH) 
-M)7V (vt, SCE) 

(djn 

-0.(5V(«.Ai/ 
a*CD 



20-90 tttc 

033—1 DIM 

mcabnuie) 
Mm (wi(l> 
0Mnibnw%n} 

s»nfanaej 
1-30 mM 



[I01J 

U07) 

t!0B1 

\?l r 109, 
110} 

[>o?.mi 

(72.1 H, 

ru7j 



tilt. 134) 
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Cor/, 



UOD (A. *f«7) wd 



OOD (-4. <qfr) 
vevtfcntiy bpowl to 
gr*pUt* in pctu 



mined into p*rw 



OOD (A, mgtf) 

knntd ictt> ptAtt 

GOD (A ^Jfwr) 
crouuufcui oato whw iB 

OOD<r\ 
uiiiad into parte 



■ttpbito powekr, frmpim* 
powder* «nd frmauitf Teflon 

Gntphiu powder >d4 uineraJ 

iUghlly aHab* Ufdnitt) 
Omyhioc pointer, fasaai 



dvpfaite porter. <pwty 
(EpO-TA H77). fold &QH 
pftUwfcvm powder 

Gctplftifl ptftffrr, panfl&n ar 
pHccykne0iyltiH«OA Oil. 

Ofiphitc powder* 
Gnutdte ponder 1*4 



I J VD^ihytfenocnc 



Methylene tittcn 











£Mutf«»gf 












■ * 




0,2- 1 TOM 
















Af/AgCI) 












{vi. At/AtC> 




WW? 


(audition) 






























+0,iiV(w.Ae/AECt) 


O.OT-2tru< 
















AfllAftCQ 
















(1611 


0.4) 








7-l5fflM 


Jldl, i^l 








(«-?) 







immobitotioo of in ttuyrae into i& organic phw compose 
efecoode (cartoon po*w, carbon ewn^m, »rbo» tpwy xtans) 
has tea ao mcwwinily popatar way for ti* wwtruttton of 
<tttyme doctrodc*. At wife oilier «wdiM on CBtyoic ekctaode*, 
tbs jnoifc eoiamoti rubamte focumd «» hw b**n gJucMe 
titkwafcMd by, tbe obvioo* nod Rfwt m**n»t in a»GUtiring CM 

Homvtf, tqa»y one c*o w that > wide variety of differ*** 
enrmo. tu*tnly oxidorodttouaes. have bra wunobitad » 
S^^c»eten>aV», .e* T*Wc I tod 3 [20, 75-77. 
To dUTcreiiUate beiwMti the ▼mriou* group* or caodorwJuc»«*t» 
us«d n» Conjunction cvbon pt$ie elflctroda. a brief 
compiUwon follows bdaw io £wi«Utt th« uadcrsuwimj oT 
the uujor graop* of cbac tnsymes mcd in ccnbJntucra with 
unpcffitxMtttii biflpflcsuors 



The A*ydrog»nw» «re cbaracitnicd by iheif enzymc- 
niAlyrxil itaidioe) being indepcodcut of WKl ituenouvt to 



Product ' * C^^ctor^ ' 

*■ R^ciion r^ueii« few »n ow*i*tt*ii ««tio*> wttlywl by a 
dchydmgtoa**, 



molecular wyfitti. Vigw I rtiow «W»U «mmiMj«I 
faction uydc ««tt(jfifiad ma osttMioa i»wUoiv of ft 
nibtfiute (S) to a ptoduct (F), Tlw n«6w«dform of tbs cofoctor 
Mcdi K be pfeienoe of an deetroo *!ad » jww« ampcor otlier 
tl»o matccular <ayg«V» »« below fai oiid^tO xwte ^ 
cacyaw. One can diI&»*aU»» between diCWAt groujn o( 
dcKydrcBouiwn thM witb bound ttrfbstoft ud l&o*a 
ttweiutent xm m fotwote Wtotox *cfcm» M » cotubtttue in t« 
«Qeynie cycle Tlie groop <*pc*ti*g oa i * boml eotoor w be 
further lubdi&cd, e^,, mtotUvoprottiM m FAD or FM N 
ai coAictor or the «tativriy roocotly dtetw*d jwolo- 
quinolm« qukiOM (PQQ> depcodW dftbydf op«««* ft 166 ~ 
i«fi]. Examoioioffl*voprotriii debydxo$«Bw«» « cywehrome 
6 t >nd diinlwuB. boib of wbwfe oiw oiwiMtt »udiU^l ttov*^ 
acuv* ftmotioii«Uum <bcmo<Kmp»>- Tbe PQQ^ydrui^iaMB 
Kttve au»c wd a Jot Of ukwcji in M«awor co nfi » «rtftmw Utety 
udty beotiiw of toe* uatft^tivity to motecuHf oxy«»a ^ 
coouim to ibe cute**. Or »*>or n»up of r«ix>x cniymct mod 
for thci* kind of irodK below. DiKCl etactrwi tr»Mf«r 
between tbc d«hydro«ettsiMi aft* docttodei hw beat wafinwsd 
in an ever ^wui£ number of publiaiuoiu, mc \^^Hv*tti> 
ibo mMor route afooirotiiig ibew extmnM to ck«roetowc«i 
tmnduofn ha* boeo Um»*h <be w ofj^ m^^ois, 
ihotttiag Uw doctrooi ma«t often frotti tbo roduood foim o? the 
tazym* to ib» *tsrttodC . 

All to- vwiom dclLTdrotensaM dcpcod«iU oo eitto mooust 
^ald- *d«tt»** (NAD > or *ta*u»W* 

dtoiKO-oUdc pbOM^ <1MDT"> cowtnutf f>W 

rrfteci^ bv tbt mimbtt of pabliaitoom i»kmif use of tor 

Hu^rdfuwbstcti for <b» ^ op^tu« th^«« far 
!hU. Tfcr fan rcHioo it that Ihm wzyme* «ry ft* ocuvny oo * 
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JUT 



dahydrottt*** 
(BC 1,1.9*9) 

(EC J.I.W) 

Ak»W 

(EC11.J-1V 

(dUiyaB XDanbrtOB) 
AJdoviPQQ- 



Chapafol 

pvaJtia oil, »fd 
NAD* 



Grkpaulc p*wd«. 
parttiw o*L and 
NAD* 



Omrfntr powder 
ud puiffia Off 



Afcti»* 

[EC3JJ,D 

i-Amrt>{> avid 
txidue 
(BC M3-2> 

(ECU0 3JJ 

ChOiinettcrMD 

J.I.J.-) 
(g)utkr»td«hY4* and 
pctywudc jvcO 



(eca.u.n 

(EC 

(ayton ati) 



Carbon n»tKMui4«: 

{dkivu mcmbram) 
(EC I 6.1 4) 

(EC \.&fi9.-r 



and Nuiol 



u*dpar*&n oil 



ta4 panOto 0)1 



Carbon hUctt and 



&n& pftftn ail 



tod {iirm/ifi flU 



ethaaftt 



Elbawt 



NMP\ DCMf* 
totfcyftrwia 



Viiinji* K, 



drearixwylteaaM* 
terr-f*r)lytitrrooc«, 

d«aa«iltt>4tcrroc«w 



1-5IBM 



1-Tojm Xylan 



A»earb«*c 
■ttmuuuon 

(iniuSticcI by 
aadctrbtmaH 

ffcrfcotas Cfltnit phtha»*»cv»ij£Dc 

butyiytchoiinc) 



CO 



fwrtqrtnalc. OCT CP. 
fcuhraqtufiOTC ca(ff*iat«. 



44TV<vK.Ag/ApCp 
<-> 



(».s> 



-ML2V(«,A*/A|C1) 
(6.5) 



m 
m 

m 



20-- 120 r * 



(♦,0) 



<7J») 

+0.5V (vs. Ag/AgC) 



buiyfyWwAnc (*.»> 



fiarMaw. 



Cafhuyl 

aoti»yJ- and 
bttiyryfcbclbu) 



NADH. NAPPH Dii cct Btoanin *nn*f«r 



n warn Ksi 



NADH 



A*/AtC3> 

».5) 
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L. Corn 



(EC UJ91I1) 

f u iti n 

ffC Mas j;j 

PractOM PQQ- 
<HCJ.Ltt.ll) 

(EC 1.10^ 
ddiydtocniu 



CnpUio powder 
***** p*raiBn i»J 



Fntetat* 



x>-Gl«romu PAD 



gmphac powder. 
Ofipfcitii p*Wcr 

iad putrafto ci) 

<**|tUto' ponder 
ud patnlftn 04 



(CCMJ.49) WAIT FH«T""te 

(dklytu 



CECMJL^imd NAHM, NAD* 

(DC 1X1.4) 

L-GJuUmir* ox id 
{ECl.4J.Il) 

»&A> 



Cnphisc powder 
And eminent oC 



(EC LtJ9^) 

fEC KJ4.fi) wad 
(EC 1.1^9.-) 



Qjsptifte powder 
w4«*rAlfin oil 



<BC 2.1,115) . 
<eClJ.|.2»Ud 



Gr^phji* p^d CT 



IMrnct *Lecln>Q transfer 



Oinct cJacrron traufcr — 
AO 



-aiUft-HMV^ mi 

A*/A[Ct) 

(44) 

♦©JIV Afl/AgCl) {iS\ 



[^4*41] 



+*JVfv* A«/A«CC N7.50J 

-OJJV(v*A*/A*Cl) [3JJ 
CM) 



TIP 



NMP*. DCTO. 



NADH 



2 6^-0 J c 



OVlnm^At/A^Cl) 



117,511 



ViMimi Kj 



0.5-3 WM 



(U) 



l.l'^iizwlhyif«rtDc«w ?-3LimM +0-23 V(vw. Ab/AkO) [451 



G/iphilB p«nnlflr. iw-L*CT4l6 

P^ndln Oil, *t»d 

NAD* 



ViLsmin Kj 



^Q-)5V<¥. r AvAfa> 153) 



-1 



PAGE 9/19* RCVD AT 7/7/20041:24:37 PM [Eastern Daylight Time] * SVR:USPTO-EFXRF-3/24 * D NIS:2731343 * CSID:9498556371 » DURATION (mm-ss):13-4Q 



PAGE 10 



67/07/2034 10:40 



S498556371 



SB6&B 



29 



TlUc 2. C4mbu«d 



Mvtkt*tt**ftys< 



(BO 

(£C3.U.5>(& 



(EC US9.-> 



Folysmin* 
(nuihioam) 



(Acmbnwc) 
(EC i. 1.122) 



Grapbnc Powder 



knd jiftrmffin oA 



bdmi psitffin oil 



Grapiuie powder 
paraffin o4 

*nd paraffin oil 
tiartocu Uicic Md 



Cr*pt»»e powder 



(wttlNflid*; 
MaUoutttwridtt BQ 



ttiftj'tftXAme 



BO, NMP*. I-twObaijr* 
NMp\l>OT*. 



-^J V(vt, AjrA|CI) PU 



feypountbtne) 



unfhia* 



+0.4Vtf*t.AgfAgCV 



OVtvt-SCE) 



fBC 1.UJ3) *** pwnifirt oil 



0.»Vtn,Af/AfCD 1»1 



■olubto cafctor *cun$ ** a cosubrtrttc And « such it oeed» »o 
iddwl to the Mouintf iytt«*n «pw*ldy. Th* cofacww » 
wmiva and for pmcifca] u**, opowatfy for ton on* iftaJy**. it 
Mymm *p io to much wo to bo cgunaamujY tMd. 
Tb* rasad ituon is iha< the formal potential of W* 
NAD(P)*/NAXKP)H redox coup* i» tow burini ;» vjk* W 
PH 7.0 of ~Stf>mV v». SCE |IH weaning that NAJW* Ui a 
my low ojridirin* powar compared with the M r wtuo of mo* 
oT the wbeuawa the drbydrofttaa*^ Mo» «wuwi«ay in 
NAIX^^cpeiwtekt <khy4ro8en»*e a tufid «udy«citly to 
oxidize b »ubatantc for the produajoa of a. itiwhiamciiic 
unoimt «f N AQtmH, whicfa U 0»n bmmuwA To b» iWe to m 

»«««sary co puih the equilibrium to U» ptwduci lWt. Thia 
c^bc4chie^iaftnmttb«rafdi0te«»( w^yf . A jccoixjI purely 
ehcmioU or aazTRuuk *tsp can toft coupfcd to ih* d*Mtornf« 
«tp P m which either the initul NADH pxtnluoed Or tU product 
Ii cdnsumc<L One way w aowimplbk tbh would t* «o 



^troctoauoUy ondizc tte NAOM tonnM «nd Aui *i» 

conation W^* 5 J^^^^ 
tact « iurtr deal 0w teW oUtacb with itoUMXT) 

of 0* cofoctor oft Wtod otoaoda » ^Jg 
L^wioM <> OJ im.) ftftherannpficawd by tide twrto** 

SSitor promoting tbii n-ctioo, ^^ 4 ^J^J^ 

P5, t; Mo. 1 
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— G*m 



Tibia J. BuUe «sz>w^n0diikd ovtma pine a ad omb^mm cfccttorfa Ait 



6Aet linn fJnoau Appmnnf fa ftlptabttfe «**r. 



AMyiohollrttf mem* 
(EC U.l,7)*nd 



41 



tod Aceiykbofeu fctotac) JVtpc*m pdytacr 



<ECMJLI7) 
<EC3J.1.7>ind 



Oci0hlte powder awl Atttvfctotifec GtotfM TTF 



(EC I.IJ IT) 
Ycwtrtwtiof 

<BC U.U> 

Ycottftloofaol 

<BC U,U> 
Ytttt sktttal 
(EC 1-1.1,1) 

Ycawnimiwt 

(EC l.l.M) 



YcwtnlDDhal 

(ECl.U.lj 



Ycanafcehof 
(KC 1 4.1.1) 



ptnj&uoil. NAD*, 



NAB* 



EtHtB&l 



ihriSUfii Ofcxyl Hue 



COMftita «po*y lotto £Uun*l n*M *l«*ol, 
(Dyton) lod NAD* t-pfop«qol. I-Vwwiol. 



Cuban. snpku* i-pMp-woi, i'N«wi 
*nd NAD" 



OAlllpfO pO<rtl«f , 

wmfl&ii oil, tatd 
NAD** 



2*ba(M>al 



Vntl «lcobot 
(EC tiJ.I) 
AUttkot oxldue 

(EC UJJ.7) 
Altotal ouiUxb 

l£C I.I.LrtVtfttf HKF 
(ECU1U-7) 



alum i»»hlt« powdtf , 
»iMf ai ml »MINAP^ 

OntjiMtO fowler* 
pAAttto Oil *fld PET 



0-4.4 aim cttaastat 
0- &4 am allyl tisotLOl 



Afconol 

fEC ].l 313>*i«iHW» 
(ECMU.7) 
Alcohol os*dui» f/«Wa 

(EC l.ll.l.T) 



oil, gim«f4Jd«ta^i 
iftkeu oit uu 1 



Uy^K^a pennudt. 



2 bw*»al y 



Dtrm ttaaran transfer 10#*i-ti-3 DM 



Direct rtecwm tmatTtfr 
IHRP clcctrade) 



Difttt deacon uwwrcr 



4«as-tl3v ink 



(mSCB) 
A»/A|C1) 
A*/AfO) 
Ak/AiO) 



A*/A*a> 



A«/A|C0 



0Y(w. 



C?5» 
13C1 

1101 



lt44J 



AB/AgU) 
<7.4)> ■ 



AwAfQ) I4« t 
(7,5) ■ 149- 



-0.05 V<v^ (76; 
Aa/A|Cn 
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Amino arid au&ua 
(EC MX*) ****** 
(EC UU.T* 
r>Amino add ortUia 

(SCt.1U.1> ' s 



uAtoJd© *c*i W»dM* 
(EC 1.4 3.21 ««d HRI* 
05CUM.H 



»4 FBI. 4u*t*n)i!sd 
gin i uwim, Ktottaricia 



fttroxid* 



powder. paraffin 0ii t 
And Pfil 



i AH 30 c „ 



Aj«ft»* oudwc <EC OrtpfaK* pa#dcr tad ArnHbut 



WjJniWn c*W«* (EC 
)XL5)4«rfHfttr<eC 

(EC J J .1.43 

<jtoydi9tfCftftH 

(EC 1 AU) 



(ECI.UJ-7) 

vGlatainaic ox*a**e 

(EC MJU1) 

Glycate auttoie 

(EC 1.1.1.27) 
(BC I.U.ZT) 



(Dyioo, grade AX) 



(EC 14J_J)«>d AKJ* 
OKUUJJ) 



Hlt*(fiC l.Il.LT* 



]U tiro bin 



GttpMtfi pom** tail NADH 



Ocssddcyli 
(Mctrohm) 

(Mcutrtim, BA WTO 



Heii-muri fntptific 
• p#*Kkr.. puwftn oil, 

Ot»t>blw powder *nd 
pittAa oil 

Grftphits iwwdw Md 



Refected fetttd i-Umrt 
liliet. gimphht powder, 

OnroWw pa*d«r «d ^Lactate 
pmSla oil 

Htfxtwml graptriw Hydrogen peratfete. 

powder. pMfttfijicM, u-UUiU) 
•ftdfEI 

Itoiwtta oil 



GfipMtc powder and L-Uetate 
Qmptite cpoxr toto Hydro*** peiwWe 



Methylene pta, 
McIltdUiahtf 

Fcrrocyfcmdc m 



blue) 



NAP (in wbiwwO 



NMT 1 , NAD* <Jn 
W>luU0B> 



(0.||ik4-ltta«KAt>H> 



<liaT'5ltcirwl«) 

FsrvocanQ f^QJOLn? And <X91-O;U0M 
•ilajutnepciytuan 



(ARF-ctettode) 
Forro^ai*. 1,1*- 

B»ifay*a* blwe 

f crrocyjiflWc ift 
Motion 



0J- 



Af/AcO) 



-Q.«V(w. jut 

A^Atai m, 

<7.S> 

ISO! 



+O.0WV 
(3.6 or TO) 

SCC) 
fT.0) 

5CE) 

+0.WV<vf, 
At/A^Uv 

NMn 

CM) 

-<U)5V(« 
Af/AflO) 

SC£9 

<m 

Ag/AgCI) 
OA) 



mo 



CW.SCB) 
Ai/AtO) 

(vj^SCB) 



TO 



iVt SO!) 

-0-*V(yi. f9Jl 
Ac/A»C} 

CM) 
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HHP (EC J. 11.1.7} 
(NaBon iTWttbMftt) 

MRP (EC 1.11.1.7) 



AftPGECU 1.1.1) 



asndUo* 



********** 

Qj^^*****" 1 Hydro ten poroxioe, 




tUfihripHHIiyl 
pfcnufdfc latvftjtt 



HRJf<ECLU4.7] or 
AAP<EC l.U.1.7) 



HRP(BC l.IU.7) 
(dkiyj» uttnfantM;) 

HRP(EC 1,1 1.1.7) 



tfttufer Til Tn.ini hyhugw 



Dt»ci electro* Utmtkr 



inpeitB cpcKy rata 

(fry**) . ^ 

Gfiprtiliipcpdara*! Mo** 



iQ-Tm r-fcvtyl 
hydfoptstiiidQ 



ncai-oatttd graphite h ydre g tn ptmttiU 
oil bMHrated 



Di wet chcuvn tnuuXcr l-80*<u 



intK^ci,u.l.D 

URP(KC J.1LI.D 
HRFiBCUlXT) 



PyTWueojdduc 

(EC 

- (£C 1.1.3. 1) 

(crattliafcad m nywne 
pel w»fc)v i.r- 
OitKMyidiimwiifnh 
»mJ takc* wrA pftrtej 

Tyrotlnn«o 

(EC 1. J4 IS 1> 

Tyroctaaw: 



■Licon oil, haHtHntDd 

(Khutor *»d 
paeaytBBCtfayktbMia ail 
Utoftffewtfnda- 
«ttiv*tfld hMtptmtal 
tfMiita powder med 



OrapMca poWcr, Hydro*** peraudA. 

EuTA* *<HS raiasnl oil 2-butmrtami nceiMv, 



Unci ckdron 
butter, (kn-novne ic 



TfeMubttionof chc 



Kcvwih«l«d Hydropn panukbi 

<xrbadfUd»uivMcd UntuowHwidt 
puphit* ptwdw. 
fttaphiia powder, and 

paraffin n|1 



lb»pfuajK**f 



OV(vt. 

-OMV(^ |loj 
Ai/AgC|> 



-<UY<ya. (IOO V 
A«/A«q> JUj 



-o.cmv iioq, 

113] 

At/A«CQ 

-0.1 V <VL [\25\ 
Aft/A«CQ 

<™> 

(5) 



-O.ZV(vb, (HI] 
Ai/AfC3? 



or Ma* 

*0-*0 u¥ Kydrafta 0.0 V (m % * n jtj 
(7.4J 



Melavksfmrn 



Orapatte) 
¥tht fnteml pU 



CrtfkBhB powder, fiyfat pfonot 

^unEnJo^MdpeM- 

viaytPTridififl) 



lotmioa) 



♦0.1V <v». (1233 
(7.5J 



-0-2 V (vi. 
Al/AtO) 

(7 J) 

AdVAtCD 97] 



.^u. UM. 7. Ho. i 
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Hiuuiuixj. ^.juooq raWc Electrodes 



<BC I J<tf,t) 



Tyrotin** 

Tyro*lnM6 
(fiCl.MLIft.J) 



OiiwOEC 1.T.JJ) 

Xnuhiac mid«* 
(EC J.UJ3) 



Gtm&hitc iptvy rvita 
<Dyi*n) 

pUtiabaigrtofchft tUnxnalat 

pewdtriadttiattiioil ftttuusopbsn 

Kuttaoiuaoaoutoa pte«iwl,««rechoi, 
(orrtiodiQiaoa 



car bo*), i&m«*l etL 
tad ocudflCyUmifto 

Gnphitc powder sad 
Oraotdu powder tad Xm*aum) 



Jb«mival or *nw 



>dtfow*4ttioJ 
l^aojui 

p iu Mhoayiihc iwri 
Rom! up to 0,1 *m 

uric cdd 
1-23 >«f 



-ojvfv*. 



flVfvn 
acfi) 



m 
m 



product p, |7 r 19-22]. la (fak cespect both oat- two- 
electron aawpton hm been carefully studied. It team *s 
though the best tenia* obtained hM ban with v*o-*kc*roo 
acceptor* itba funcUonlot as proioo aoacpton p, 17, 20-22) or 
the coupling the NAD(Pi + d»paio^doftrdx»tj:aiLte lystatn 10 
q roond enzymatic sttp baaed aft diapboraw, u enzyme 
oxidltin$NAD(F)H [17. 73, «0, Carom, p«3te*fft, 75^ 
77, S5. 9U tC9. 1 11 1 1* 120, 130. 133. 134 t 144. 1551 
*ome mnxncM ddcnopalyoiefiad layon Cormad on coowen- 
lioiifti eteetroda (1691 at litfc printed aieolrodes |170) 
ma to be pnimjnnt candidate* for ovweofBtos the obradt* 
mentioned with uum aayvm tywrme, That unrig ui»tkatf 
%llov» the tfmuTttncoas unmoWtoEiiotl of the eazytnc, the 
soluble cofttctox, ud additionally * mediator or & aaconC 
enzyme in cb*r proximity to udt oiher to allow the initial 
docttonf io move againat the thmnodynaiwc driving fox* fronx 
tlje. enzyme fubatrata to the oafacrar. itothtr to the wdiator, 
and finally to the efeetrodfc. Such * xatthnx aeqnettte maiting 
M*e of a mutator h outbned in Ffeutv 2 ffiuttratng the flow of 
efcttrou br « syticm wttafe the £* vilue of the mbrtffttc/ 
product is mort pcxiun th>& tba of NAD^/^Al^P)}! 

3. Oxidases 

All axvUtts depeftd oo a coftctor (trcusJy botmd wtlhin the 
cD^yme iimctuin. The ltntetuce of the svdox eofsctor is either of 
flavic type (FAD or FMN) (7) or mepppenoa ennuinuw croup, 
the «n«Lt structure of which for ait ensymtft hw «H bwa ftaUy 
elucidated yet 11^. the oxyme m»y *)» co&Utn 
jtddiiio«ut mend iou {cfi^ or Mo), tb« fuuctiou of which 
is ttKtc&r. AO wckUia mkt use of motocvlar ox>f cn Ai the 



iroxidattao ftfeat ia the alityife oyoto, DepoaitUtt 00 the 
eoxymci *bnity ta donate two or four tkckstm w «otocvdtf 
oxyg&n* ttttier hyoTPgea pcroi^Mff wattt u ck&fi&atpfOdMt. 
0uc to the hfeh oiMmma ptnv of Mooter «9f*o. «0 
ox^u«-»tilya*d xtavtkms ew ^ ntjtidod u dienicaUv 
inwcnlbls when mine iu MWtl fcteroo •oca|«v. II)* ^ 
oTtlie e&zycsfi botmd coftetor k mo«t tifcc*y to »WA *ome*h»i 
compared wish tu nhio when tree in lohrttOiL For «wittP%» 
PA O txntttd to rioooie oxl4*»c (^VfyiAtf ha»«o£** 
v^iuc At 9 H7it of w. SCS 11711 ** opoowd to ffcc 

diMolnd FAD ht^infi a vtiue of -ft.4d 1 V at pH7X [1721* Ar 
oaidaiiaii itoctiou c»taJy»U hy an oaidw to deptetod «t Fijmc 
X Many of the oxJdofta a» »b*x**tWfy tfyc**7t*uA. c*. 
natrw gtuoii« oxidu* froto jtpcrtiB** fori&t » 

smoebofvcie oooteat of about 16% (173. 174). A* H tmtify 
icatbcd froni Figure J, an oc£daab*DaiBd ims&m can ho 
deotm^n&cmlry folkn^d ^th« hy the otowed «yp 
contcot is tho amotion m a CUrit'iyiW «Wfl efetioda M 
wit o\s&« ta <h* very &nt tnryinc ekotrooa 1141 or if hydroftt 
peroxuib if the end protect, by itt dixoot dOttfO0b*mkal 
ojuaaciofi (or xodnction > at the dectrodo [92. (02, 101. m, 
136, 157, tW. 175, 1761. Howcm, boththaaa way* of foHwiflj 
the cfixynut reactlozi are oonoectad woiJl diawbu^a, Thtvaoof 
Ihr oayten etecttttf* it bawd oa tht foUowai of a tenaaa in 
naponje curatf, wWch « a)wiya a drawback V* otom©' 
TtvfftPir^l icduction of o«yf» calh for a manferaaa oovcivd 
dcaco4c (CUrt type) to prevent intedbrioc waobooa to oew 
ji the ttecuooe suifaoe largely daoretaca* Ha matoMry and « 
lubttaotial txt^irm etbetroda powiti«l(w -^^Vn^ Af/AfCl) 
t» needed loadiaa toa oouy baci{|rotiad amvL Brtta*a*o> 
ca) oxidation of the bydroyea peroxldo ptodaoed oeawi « fci£h 
ovcrvohm^ +0,6 V v*. Af/AlCX pH*?> ««?tal and 
at <m» higher potcatfaia at carbonaoiotta easmdei (-fO-9- 



fir 2. Churp tr*n3&r itacdoa for *n oUd&MOn waa* 011 oiulywl by 
ia NAD* oepeedeat dcaydtvpaai?. «h<M Om X* the tuoie«w/ 
pnxiuc* mor« pwiti« rtmfl of fha NAO"/NADH. «*p»«t »* » 




fina^ 




ftjOsorHtO 



ng, X fUttliftn a^Kt tbr «a otWa«i«i ****** <M **^ wrf ^ *» 
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Fit, 4. fUftOion tcqu«oco for «n oridition rft^ctioa ctt»tywrt by Ml 
oxidfcK lung am mtiifiM ebttra aocepnr. 

1.15 V). Quite »en*ulvt detection *y*t«t»« «m be catnimcted 
througb this detection ponc^l* However, the rwtricwd 
solubility of ojcyatn In the solution may Vital tho enzyme 
reaction aad the iMwiy high potential opens op the detection 
vynczn lor a variety of inwferfaj reaction* nnwnly for ditty 
oxJd&able tnocica ttich o« ascarbate, unto, paraneural*, ml 
nnwotransintCttn common in conical tftmplcs. 

Much wwk hat therefore been Caxried not trying CO defcrtaw 
thd applied powntial far OutidM-hased doted ioa On* w*y U to 
try 10 Obtain direct electron trtniftx tewxioas b«*« oxidase* 
and etafrodes 117, IS, I $4]. Hmww, as apposed to UfW 
flaw*, and PQQ-«Aryrocf hdonija$ to the dtss of dehydro- 
genase*, it soon* as though (he tctto ttic n huried dee? ittfek 
the Atoyme icrtir i u whtffd pocsxi not aBo**** en effiewm 
electron luanefiot to en U * mjuuj» Most oxtdsac* tnu* item to 
bo inixiiulc *» opposed to cjUiuuIc nsxyma am sllnwiag dfrect 
dcaron transfer reactipm between the bound cofictor sod an 
cUrtrad* [161. Many osiriawn Modify iwt with inffitin) 
mediators (7). which cut bo nstd so shuttle the electnmi from 
the rcductd farm oC rtw aayw io an ckmod* *i inuntrated in 
Figure 4, Similar to the dohydrocenaMs with bound oofrctors 
and eommry to the itdud form* of the niootwumtde type 
cof actor, both one and two eta&ron acccpiof xypc mediator* 
h**K high itieaoa rates with than enrymn [7], Ffowtver, Attn 
i« no general nwdtator working tfficittMly with all otjdase*. A, 
major brak-throo gh uonf artificial mediator! in enzyme-tuttO 
htounsers was the work by Cats' ct a/. (1 77). who mod varioui 
ferroccn* derivatives localLwrt on graphite foil to shuttle 
«feccrons from gtacoto andm covalmi bounu to the electrode. 



4. Peroxidase* 

PeroxicJtws fcsva boen uMd Cot * long than for tbc deter- 
mination of hydrogen paroxidc add small o^ftnic peroxides* 



•I; Genoa 

'the oat of peroildajea m oombiiiatioa with hydroaco pmizUe 
pradncin^ oodam U a|a» weU aaublqlMd ia amlytkxl 
ctaoiiuy both in iporxrai^toMao nmA doct/acbetnical 
detaaioii. herozidws aw feaarally amail ctitm clytt»yfotixl 
redox cotynm with ptotojiorptryxin DC (or a dowfe MUted 
orncuift) u the tfrongiy botmd cofaetor. THay Atf ali acth* fcr 
the Tadu^ttDa of fcydrDjnt pmrid» aod itnmitfaaly ralate4 
until or«aaJ^ peroxjdM. in d»reaotiortwWtpcroa^llwnair« 
form of the cm iymc beoomea ooddind in * ilftsU two alaeicoft 
s^p rmo a itatc malty datoiad coopanod-l. Tb« rwedWJlitti 
back in the naithne fonn occur* in two anglo one ctectron akps 
with a« mtmsodutte faimdanoud oomponixi-II. D g p mdtn g on 
the psroaridaaa cnzyoM a nanber of djflfcmt oompowub may 
work at eJtttom dooon. Wldi ittlt tw^oonanot^y Vtacdperaii- 
dasa, honenKStth jmxidaae (MRP) r finoiny any reducing 
afcot may wofk in ih« tmptct, tenoTmoUa* tkbenoL onf*** 
ao4 pM^hcnylooodtaniiiwa. iodidav atcotbata* ate The cni- 
diztd icncilon ptodwi tan tu turn tackstcocbooncally Mdvoad 
at an Applied poioniial anbttaDiiaUy lower conparad with that 
of the direct oxidation of hydmtfiu pawdde. rVro*Jdwo- 
nmdlflcd carbon paste «kouoda haw chcnsfai« beca uaod fo* 
tbc detamtratfiioa of hydrofen poroaido and oqpjwic pafoxide* 
wtth the um of sohiUaof UatooWizod dcctroii doaott acting ai 
mediator*.. Example* offuch modiaton arc o-ohcnyieAodUim&c 
{ri% 14 ftivocyiokla {»; 154.and fssooeBcflR 12U iS7\. 
Ftejojudw-baiod cafbtm paatci. b«f* aiao bw uaod In 
ovdiatoricai fomhio« and togafat* with bydroftcn pemalde 
pcodncine oxidm. nee Tabtea 1 and 3 and bdow. Tha reaction 
tcquanco for audi a cu opting i* iUiwtcaud in Dturc 1 

Figiaa 6 u tsciudad io iDuttiato wbero on tha pounaal aosle 
tha appnwbaato fi* vahaw aw fenml of the varioui gronpBof 
redo* tjwymcf moiroomnjooly osad ioooajimiiioowith^»#boii 
ptite ebfitradat. The -£"*' vbIiia Of tiucoae/^hteoooUctoae it atto 
ioclvdfid for oompomoo as wau a* the potential ranac tAna^ 
tfa noHl aai^idve and inierfentWO-fxco daucdon. 

4.1. McdJatorkss Ekchan Trana^r Reaction Bc4w*n Redox 
Eorymjc^ A«d Carbon Pasta n«4rodaa . 

AaooaUy an incrtaamj number of ajtidw have cepomd 
anrpctomatno enzyme afiaoan b«od oo inediatofkss ■lactrodea 
when a dltvct ekcliic cofsmtmicatida batwotd the aditz aiu 
of ilw trctymc and tbo ttkotrodos remlti in ippreciabk Cur 
ten t demities in tha prewnpc of the enzyme rubfttatt Konnally. 
an ojtcdasc inch At glucoac oxidiaa has not been reported 
to revtftf high awTWtt densities »n tb» pre*«fl» of eincoaewhen 




OOD) toupted io 



ejpcfnxaulyiw «dwii»Q of bydrt^a pwoirtdc ««»tyt*d by it fwnwiiUae (MRn 
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-435 mV 



X 



-I h 



H f- 



H h 



-TO -000 -300 400 -300 -MO-MO o +ioo +a» +m v*00 ^^W^vw.SCE 
Optimal pat*nit& rarty* 

NAD*/NADH 
-5*0 & V 

Fif . 6- Pofertiii *cate with opttm*! potential rage* for attpwomwris fctaui*ier- 



Ac enzyme Is attached to an electron pound at a potenuaj 
dose to that of ttw JF*' Of the enzyme. However. KxK>pal and 
ao-worfcera dctccibe rjucott aenaot* in a aetiee Of paper* J W, 
ISO] bued on the OTmobifczauon of glume Oxidase within 
tkttropoiy^rnxd polypyrrote operating doae M> the £ of 
OOD. Ytttauki « ci 1127. 164] hava obtained similar reruiu by 
r touting gjuooae o»id« with & potytthjtcnegjycol (PEG) 
derivative PHO^OOD wax able 10 cosWltnteafc dirottiy Wilh 
(he aaJiducruig RULtefMi-wfctti imiaobitifted faun carbon p&ttev 
However, mmnly «wntt from otjjer group* Hare been 
reported to communicate with eloetrodea in * modiatorlw* 
f^tuon Reccut pepett by Guu and Hfift Ufl nod ikada [Hi 
sumuwffic the latest achievement in ihU area. It vxnta as 
tbouyfa e»pcc*aUy redox cnxyinet incorporating, a heme gWp 
tend to conunumeaic dfctdty with etenrodc*, A range of 
different nwdiiitnrlcu wason for kydrogm penxtkJe And 
organic peroxide based oa unmo baked percwdaaea jn cerboa 
paste and graphite cpo*y renin fttecwil** have been described 
[20, 76, 100. 1 13. J 17, 12*. 146-14BV K**nily, 
and eo- worker* have foeuaed on acneon htaod on adaorbiog 
flavo- and PQQ-eCttyme* alto having t nemo-group within the 
U Tuct\m> on carbon pawc clectmoce. They shorn! tea t * dinwt 
ckcuon transfer i* po»bte and givr UAmpte* of icmwi for 
NAD(P>H baaed oa dJaphorew [73J, Iruaoae baaed on fructott 
dehydrogenat* [65], and n-gluconaie baaed oft c-gitttonaie 
oeaydrorenaac ■- 



5. Substrate Sensors Based as JEjizyme-tnodiftcd 
Cvrbon FftStes 

Sensors far Sactdaarhfai 

Th* most irndicd enzyme m onayinc-inodined carbon pnate 
electrode* «. u might be expected, fhicow owdaAc (COD). The 
reasoo » of course the peat iaiCMst la nuking senton for 
glucaie, dpecuiiy important Ui Utc modioiWinical *re« a* a 
loo) (of dtabetM pftiiewi. The cttzymt tend* iudf Aiitabie w 
biosensor nttdiM [173, 174J being* »obt»rwxymc wilh*iandinf 
abuse by uuuents and pfcyiical chcmwtJ 4 [IS). 

AU $hi«o»c m»off baaod on e&oynio-iiiodlAod caxboft paoet 
and opency cwio* *»« fined in Table 1. K» iwouoncd ftbovc, 
ODD was the Am enzyme lo be mixed lata carbon pane 
coiuiitin^ of firaphiic powder and iUicon oil [12], TTw OOD- 
carbon paste e^ctr&dc was used in a (low injection cyttom. Tt» 
dcitcuoD baaed on toa diract eh>Oioch«inicai axttattob oa 
the hydrogen peroxide produced at an appuai poieotW of 
V /vj. Ae/A«Cl) (pH6.5). The lmeaf respond ran^ we* 



between 0J and 30tnM ajocose. A »oitsr apnroaca waj 
reported by Aaainc « a/. [K^l *"* Wan«t#^. f«>|hani« lo 
apply abort +0.9 to MAY to fallow tnt nuaion. Other 
alteupa h&vc been ta iacorpoxatxon tola gaphita epoxy oaini 
93d tbe iue of the enzymn i WUra! eiocimn aooepcor. Without 
any cautyst [be necccxary ftppUcd potential (to oxidation of 
hydrogan peroxide wax, bowaw. «r/ hi»b> +-W*V (v*> Af/ 
AgCO fUSV Lintat catlbcatiriP bdbwam lOpkMd 30IBM *** 
rfttortcrod. By tho «»ni<B-awat» o%ba» rf ao« awl p*lhwUuin 
powders the potarUial cotiid be docroaaad to +03 V (13$t ^ang 
and Naaer reported on adding fvimod ifiica lo a pastt onoshuhi« 
of aiaphita powder aftd miotrtl cwl to reduce (he overvoltafc for 
tictnrochemcai tttidaiion of hydrogen porowda [ISQ Wang 
et at. U4CQ abo reported on the oa* of * pa*a eonttgusg of 
mtfacxtfum*diipcr»ed graphite ponder and ffiineral oil for which 
the eteowtacttical redaction, of hydioffiO peroxide could be 
monitored M -0.I5V aUowioc *«T and aelneuim 

dticcdon of ejucote. Another vmy b to oo^inflfcobilh* GOD 
with HRP In carbon parte aHo allowing detention below OV 
either di* lo the udc of a medlalor Car HRP P7, M] qt the 
madintorkn ureduciion of URP on Uac araphtte In tna paact 
i\ 17). Hower. moar GOD^kjqWW carbon paaie etectroda 
report on the use of a& axtlftcud mediator* seeTibk KAimw 
of different Artificial tnedteiori known to work with GOD in 
aortttioii PI have been admixed with carbon paau what wWi 

000 upnwbilb«d oo the mediator inodHked paitt or having 
GOO alao in (be pane, «w Table L Cxampkf of addition am 
ft^roocna and miwratHo at polyukcrio derwadve* (hereof (54, 
6O.«4,«9 f ?O.95-9y.l03, 105. 107. JOS. 111. 114-116, U9.126, 
13 1 U2, 13*. 1581. benxosuinoiia or berwf^wiana oooumina 
potymera {17, 41-43, 159, l«. Ul. W «ra^ujvakne 

rn-TCW condunrac fftlr *obntt fA&aJocwnee 

f(37J. Meldola h)va iWJ], meabyJent greeo I162J. nod H^jV- 
ditntthytamlQ*)^4-nKFrph^ By the ma of 

tuch mediaiort, the Dccewy applied pnttwaal hw been 
wbttiniialt? daorcaaed^ The ttae of mediator** hovfarfir, does 

001 oncnMaVily mean that the riak for ipotrfering reaetiona ja 
«Jin/o«ted as the mediator* may abu oataiyw the oMrooai- 
daxioit of iatas^raatt. Only the poryipar bowvd -viologen type 
madiatora and Mridote bhie allow dewcrion batow OV. A 
»peeial one U where COO waa reaiit^ wjah acrr^tod 
polyethytewftljool (PEO) IlM, U5* \l% 127. 16*1 the f£G 
eeriv*i«i OOP waa ahown to be aohtbia m orga^. and 
retmnad hifber w?bvity in che oompi red with native COD 
rcwlwig ia higher ttaponan currtnJa «td l^olongcd aubttiiy 
[114. 115, J1PJ. 

Even (hough mow than 1 200 *rttck» baw a^ewtd on OOD* 
baaed wnperaoatric bwtcnaora, not all proWenu have beeo 

t**«.7.r4a, i 
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ftalwd in detecting frwom. Therefore U U natural ib*t 
auempu Co auJc* gjucole season based on other giucaie 
Oxidizing cn^na tow ap pe ar e d . There we essentially (wo 
oihnr rather glucose selective redox cnryvwQ to Choose between, 
NAr>*-d*pcndenf glucose dehydrogenase (CDH) and PQf> 
dependent glucos* dehydrogenase (ODII-PQQ). QVl 1 wu dm 
reported being wed in carbon pule in 1991 [I09L where the 
eniyarc »a well as ihc necoauy cofector and an aqueous sohtbie 
nonoiwoc redox tnodix-uw- «m mixed into the putt. The 
ranfiftror Allowed tb* seusni* at around OroV fvu. SCE). 
However, to prevent the aqueous soluble compound* from 
lea^hm* out iaifl xtit contacting tohiboti the dectrode surface 
wiiMWMiily cover' / Mtii J niembrxnc. Further progm was 
ltud»imn^ji polymer 3tmd ined^or instead fl?*. 134].GDH> 
PQQ hn only in oti^ ntilnnce been coupled 10 carbon paste 
ckwuodes (it) and only on the surface, GDH*PQQ tc an 
aritrmjtiiitf enzyme a* its malon cycle it msetwttrv* to Mol- 
ecular oxygen, it hii i bound cofeetor, sod has a tuip-wcr 
mnuber with gtucose milch, bigbcr tria* tluU tfGOQ. However, 
its irported lack of stebihty ha* restricted Us practical w. 

Galactose oxidase is a copper firm taurine and hydcofon 
peroxide producing ojridasv having 4 rather broad ■etectfvfcy 
including galactose and (one oilier saccharides as WCO a* warn* 
cdMiai mjmamrs such as aoaae primary aJenhoJs p**7 ™« 
enzyme hit* only been nyun teJ fa ctc mxtaaoc at tenia; used in 
conjnnctioa with carbon paste Dketrodes KSJ. The enzyme was 
adsorbed on the surface of a oarban p»»tc modified with, l,l'- 
dizncQiylfcfTooenc. 

Ffuetosc is another important saccharide, for whkh fructose 
dehydrogenise (FPU) it the Only reported oxidizing enzyme- 
FDH is a membrane bound enzyme containing TQQ ex the 
bound cofactor and has adftnonsdty a heme grotto attached. It 
is rationed lo fuocuon Only on Ihesurmuc of carbon pastes and 
only with the addition of k snrfacaxnt mch a* Tritoo-X ICO to 
tlx contacting buffer. [I7 f Sc> 65 F 7S|. On* attnnpt to mix the 
enzyme tttto corboft p»» totaUy ftitod and no actjviry Tor 
fructose could ha ohtnined [75J. Kcduoad FDH roadily rcacu 
wkii a number oCtstUktal medtatort and DQ hu bctn tu«d at a 
modifier Itt enrboo pnste to tor M «ta*ron a«oaptor<ncdiawr. 
Mowcttx, u hsi hnn argued [17], m the enzyme cotttnuu ao 
additional haae js^tip, dtmt dftediatorlntt ctectroa transfer 
ihzraid be pastlbk b tt w w i thn enzyme 1 ! activo UU and the 
dectrode art haabMtrt shown to occur between ~0.1 *nd^-0.5V 
(w. AaVAxQ) dcpmdui on the treatment of tho fmphite 
powder vied in tho paato (I7 t 65. 75). 

ATdoie dfthydroewiaM (A1DH) ii another PQQ dependent 
inembnne bound enzyme, bowtvar^ Luldns aa additional heme 
froop in contrast to FDH. It active for a wfcofe range of 
different aldom tueh u nlnoosc, xytoae, tnannooo, and 
aala«o*« In coocfftst io other giocoM oxMi2in« enzyme* 
(GOD» CDH, and OPIVPQQ) AIOH seami to be eowUIy 
active for bO\b the twoptcdotninnni lAOnxmcoafigBimtioax of 
ghwow in aqoeouf solution (tbo /h and i>pyTanO» forms). 
Stratta* la other fQQ-oaaUuninR iWydiogennati, nduoed 
A1DK reacts with a whole range of artiAcial mediator* auch mm 
ferrocenes and quinooea. Soocwful IminobUtzaiion of this 
enzyme was reported only on the surface of carbon paste When 
mixed into the paste much Jen response to ahicosc was obtained 
compared with having the enzyme adsorbed on tho surface j7t) t 
SI). In the absence of a mediator in the paste, some mediatorial 
response to fjusoae oottld b» obtained. 

Oligosaccharide dehydrogenase (ODH) ii similar to A1DK an 
«ttAyme with 1 broad selectivity. Xviose. glueoac. galactou, 
nujinose; (actoce, malioso and higher ma4to**ochnndcj can be 
oxidhed whh this en«yme. ODH contains, a bound ©o fact or and 



rtmeis wrdi dtft^r«Ul*rtifioi«| mediators. It has been mmuibilb-d 
on UQ eoolaiiung enrbaiv n«ttea and ved for detection of its 
stabstntaf as well m of tho a ct ivi sy -of nnmiyJaaa in strum (1 

OiMCose-o-phosphaie o^ydrogenasc if mo NAU 

impendent enzyme and as such needs iha addition of its co factor. 
hycoHmtnobdmo^h with diaphoiase on the surface of tsirbaji 
pastB nlso containing NAD 4 " and vkacnjn Ki (mediator for 
dlnnhoiase) a aenaor for ajucoa^^-riioiphatc could be con* 
structad (531. Tho seeaor oould Also be uaod Tor very sensitive 
monitoring of MAD + and NADH through atnpUhc^iton 
recyolmg at the eftecirodo surface |ti>3]L 

Sexuors tot t*gh*eoaJltt have been fhsdled bated on 
o-gJucfituiA dahydron^nwi an enaymo with bound cofacior f 
adsorbod on mediator modified (BQ or ubiqulnooe) pastas (17 4 
46, At] and asso on piain psnues as dacct electron exansfer 
shown poaaible reneothig thai ct also uoofpotait* an additioaal 
htme group (17. 4IV 

fO, flrnsors ftt A^hAolhse 

Chohne oxid&» is an import sat enzyme thai hsvt been 
luteal j very used tomjetiser with primnrily nostyli±ohnc cstexast 
bvtatewirh bvtyry k \m\mn, neroe for gnryreasio determiaailon 
of the ncurotrufismitier acerytebolmc (IS3). AcetykhoUne 
esterase and cholino oxides* have haon co-inunobilittJ by 
attjting into carbon Dastes» either using muuonurric TTF [104] or 
flexible ferrocene po)jmm silowiag contact with the active site 
Of choUno oxidase [1 It* 1431. Various attempts ham been tried 
previously to co-isamolifllta these two enzymes prumuily on 
inert uvoraanic supporut for use in enzyme reactors. However, it 
nevms ax though the use of any of the most commonly used 
cOVftkm binding rcmgcais for co-tamtobUfalnft both «nz/tpoS rail 
to mult io retAincd actiWiy of both enzymes. Contrary to this, 
both Buxymea seem to thrive in carbop posit. 



Seonora for Alcohol* 

Sensors for various alcohols have been oonstnioted based on 
NAD^-dcpcadmir yeast alcobol dahy4roeeoase {ADtfi. PQQ- 
dtpcndcni gtoohot dehydrOgeoxse (ADH-PQQ), or alcohol 
oudasc, Sendsv si of, (44] tnixed NAD^ Into the paste bxWog 
AI>11 Adsorbed oo the surfs.ee of Use paste ckmodo cowed by 
a dialysis Tnembnine, BUitewssi and Sdnnid (851 mixed both the 
cofactor and AE>H Into the past* Ufed the imuhing electrode 
showed activity for cthancl, 1-nropAjUu, 2-pnipanol, and 
l-btuaaoi Wang ct al. [120] showed that At>H could be 
co-imirobftatfd with the cof actor into s^aohiie epoxy xesin 
with retained enzymatic scthnty for ethanoU elryl aloo'nol. 
l*propaxioU 2-proponol. and L-biitaAoL la these cases det ec ti on 
was based oo the dtrecxosidaUon of the NADH produced at a 
rather high appiwd potandiuV -K).7Y v*. Ag/AgCt, A differ" nee 
in seleetivity for ADH was noted when inunobifittd hi the 
organic phase electrode compartcf whh imarfaethdty pattern In 
aoucous soJodon. By using ruthenium activated carbon In 
carbon paste Wang «' «/. P3 9 l could doanu the applied 
potential to 4-0.6 V far the same system. 10 soother paper from 
Wang s group 1 1 35) a cgrboo paste ckuiudc. (graphite powder 
«Dd mtttrai oU) waa icponed whew ewwpt for ADH and 
NAD 4 uha fumed nHon was added- The added fumed ailica had 
several bcndlcisi properties mch » lowerutg the necessary 
Applied powsinul Tor NADH oidOAiion, dnsdcally moreesuc 
the response cttnexu, and mangrv letaioxhg ihe enaymt end 
oobotor in ihe paste. Addition of fumed sinca has also been 
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ModificJ Carbon past* Bcetmdc* 



sfcowQ to d^c*eaa* the 
oxidation of bydn>ftcapero«dc *« *b<rvv, By tew or 
pUenoxartn* <im»noaKrnc) op phenothiaxJT* type (poryroeric) 
mediators for catalytic NADU oxidation added to carton. paftti 
Gorton «/ el J75, VI, 1 1QL EtamfaigMx el of. [77, ] W) t And Chi 
tt */. [144] iko^cd diet the appbad pOttoUd amid be dftxticatiy 
decreased to occur sroondCV. Tha aloe* coupling between all 
rcacPODi la the u qm t n c t (coxyniarjc, mediated, and dccin> 
chamcal). s«c Figure 2. drives the c&zynUlic reaction toward* 
tfie product itide Allowing tK« system to operate ai iiemrai pH 
rwdting in atr&itjit cUibntioa plot* for cibanol up to vba 
milUmoUf levcL 

ADH-FQQ hu also been used far vnxrmc aJoctrod* 
ccmstntctjo&x. However* similar to all otto PQQ-^cpcAdaLt 
dtnydrosjenssat, no nogfe report hai appoimi yet with a 
successful (mmobiluatiaci of wh an enzyme directly u an 
organic paste or epoxy rosin (ten above Tor frvctw and aldose 
^Q-debydroseoatc). ADH-PQQ was leparad to be Immobil- 
ized on carton panes Modified wikh a number ©T different 
mediators [lt\. The naotto* with dUfbfent atoohoii i ne mdfa g 
methanol and ADH-PQQ could be mediated -with varioua 
1- «&d 2-cjccuon acceptors, such as HQ, NMf*, Wnvethoiy 
NMF"\ DCPIP, and ftitfcyajnde, as shown prcviouriy far other 
PQf>dehydjo aannaee [TV 

Alcohol oxidase (AOD) can bo obtained ton a variety of 
djrfcient ywd inch aa Omdtda. fieeia, aid Haturmtla 
All AOD* show a rdsilvtty broad tefactiWty not cmty to 
aliphatic aiconois including methanol but also to a whoia range 
of small organic compound* of similar Strncioro eootaiotna; 
hydro*yi gioorn, Vahout aliempt* to ufld atfiraciaJ jnediaiora to 
work with AOD Wa» railed Ibc liability of toe enzyme 
g| jhw iw zaimuMi car whett iminohihind oa an inert soppprt and 
uacd in an jururous phase it vcty restrided AODs 
ftum both Cmu&da tottoH and r^cAitx pau&ri* bate been 
successfully co^mmobUaed wilh HRP in carbon pastes vsta* 
different AOfieovaatat and ooYsOeni mimobilfeiag procedurci 
|76\ I17> 129, 145, |4*\ 140-151, The adccriviiy of AOD 
from Csufiia ootdlHfl was also shown to duos* it* leporbal 
«kcuvitj(t91) co uKludc 2 pfopaoot. for winch it shooidnot on 
active, witb a retpoosr equal 10 (na| or 1-propaaol when 
immobilaod iq oarbon pASte 

For glycerol cWicrmimttioot two dtflbrent elycrol debydto- 
genasBs bave hm ue»4 one NAD T dBpcn0«a« \$y\ and Motbcr 
witt bound navincoftctor (17, 51] Co^aiaiobilub^ the NAD* 
ticpondml gjytwl othydrotwic with diapborase on NAD* 
and vrtamitt K.j (mediator for daipboraae) conxainitig carbon 
pmiiA allowed detenjaii of c^yceroj at a low overvolcafe* 
Fbvopf outn s>yceroi debydrogeuaae **s also iraniobfliiad on 
mediator containing pastes, see Tabic 2. A amber of different 
mediators could be uaod. 



5.4. Senaors far Aiauio Aeto> 

d- mad i-aiaino ldd oxidmw (DAAOD and tAAOD. 
rcspectivcir) are two emymn t&at each have a broad KkxaWity 
but an absuluie lurc^actecriv* ipecifkniy. I^AAOD baotivewitb 
some artinoal mcxliaian, whereas DAAOD seems to be much 
mots f*aiidioas in its choice of doctroo acceptor [71 1AACD 
was one of the very first enzymcj to be tanobiliicd On Ibe 
surfttcz of a mcdisior modioal ewbon past* and aaad for 
OeteetKHi of ^iwcrae [451- Both cmyw have beea suocessftiUy 
ccMinniolMltSBd wiDt different peroxWiua (HJtP and ARF) in 
carbon pastas [76, 129, 347, 144. iMJ. Coot racy to the oase wiib 
co-immobUfcaid AOD tad HRP any attempt to uae oovakat 



mvoobinzatioo nmaenni in tba iraoanbittTadwn p roea dur e OdW* 
How«ver> tbe addiaan to Che paste of vanout poiyeawtrotytas 
consft&rcably improved the aaoaac tufooiarau A draatto 
Cbtnaa t& tba jaiattinUj pstiafuft of botk «a*ymra was noticed 
compared tritfa tbenr aqiieotvsolaiioji racoapJdoo paltems (147, 
14BI, ^tpeciaty lor JLAAQD, wnmb la^ aweeeialdd turnover 
munbets for about t6 of tbe tooat oneanvOD LHIBtiao adds as 
^qoeoui fofofoa, a dramaiic cbanfii was notkedU so tbat when 
cootaioed in oarbon pasta aB of cbe naeat eonmioo 30 asaiao 
addt oatttoaxj «t aigfa rate* (1^* 

uGlataxnala o^ydrogeoaae and i^hvumata oxidase an 
examples of fpfamtjfBuwilhum&Mi^qmi&fyihtx 
too asnmo acid oaioases. L-Ginamste U an biiportaai smioo 
a^iobeaflsiraadmelinicaiBidf^ loooxpofaJUom 
of x^ftocemaia o^bydiofeaaaff nno octadeeya^xaWtraated 
carbon, potties was thown to stabibs the ffagila tnaxymu [J It. 
113]. The anaiasy oofaccor and asediaaocs for catejyxioNADH 
oxidalioo ware addxd to tba oooiaotiaf sotuttan. iX3l\stansate 
oxidase cotdd bo immobittMd on TTF cMtaminf carbon paste 
[7S| or into ctibttn passes aHner eonsoiiuiig Aeaifala ftji oo ss i t 
ULoaane- or edxykse oxJde pMysaen aasdUdot the ekotron 
transfer from the rachwed mzytnc [1 td] or KRF catalysitif the 
elefitforedaoiioit of tba bydroajen paroaide r^aaaal m the 
rjtesetn« of 09»&bbo«H^^ 
PI 76]. 

5.5. Scauora sor dveobtto 

Gryeolaie oxidate was ooa of the very 6t*t cnaynaaa to be 
teumbniml on. the snrfaos of a modaator (Kl'nlitDi^iHfeTTO- 
c«ns) modified carbon passe cfectwde [45?. U was sat* ahowo to 
Amctioo in carbon parte wfrb flaribte Cenwaeno cootai&tnj 
polyrncn (93. for gtyoolate sensiaf in the itdUimoiar nagev 

5.6, Sensors ftar vlaerare and Pyrrole 

After gluoose. tracts Or ha* beetf ooe of the oioat atndted 
aubatrates for antyute^baaed ampcromctric sensors* Lr \ aetata b 
an iDtarmcdiaic tn carbobydrais mctanoUam and at iMt eaa bo 
used as a reievam indicator of metabolie oostrol and oul* 
function ineiitneaicheanatry^ In too dairy and food indastry its 
datermmacioq b ftbo of importaace. Tberc are mainly five redox 
e&zyvoe* active for tins compoUttdt i^:., LrlaOlate debydrofcoase 
(LDlh NAO T depnoderu), i^aoaie eXKHkny ir of euajt, 
cyr&chroine b v l-Isouk oxidase (IOQU «td w-Uictatc mono- 
OKyccuse (sa oaypmaw aaving a bound eofaaox). AU catalyze 
the osidsdon of Uactatt inlp sfrrurai^ caocpt Uactate ioooo- 
oayteaaae for wbicb the protoota ara aosuM and CQ^. LDH» 
UDD> and tractate mooc^yaefiase bavo bean uaad as pore 
myttn pfviwrattaas In oontbinarion with carbon paste 
alwtrodea, Cytocbtorne oj rtcb yeast oetts have bom wd anio 4 
»ae beJow wader oatoa-bascd sensor*. 

a^flKtifif the Unportanco ot electa** oVteraixwiuona, LDH 
waa ojic cf tlion^ two cnaycaes sludii^ 
r^rboo pasta efeftodc modttfcd wtiit NAD T P9J- A* th*JS* of 
tbo Uactaie/nyrrate redox ooopte is biate than, tbsi of 
NAD 4 /NADU* tba enzymatic ossdattoa of ^lactate with LDH 
tr^+^j ***** m ■mad fPttowinn roaotioat w dose nf oainuty 
to tbc VDB reaction to posh th* etpaabrtott of the caqw 
rcacbon to the prodact ddo. MOd H ML &\ co4in^bibsad 
[ n» Ami aiapborase on Inn ittriaos at vitamin K* modnlnrt 
Carbon pnau and Gorton #r of. HI ioiOvobttteed LDH in a 
polymer tmbatoraodifitd pastt so tbat the NADH cooal be 
cJccrrncaialyticaUy osidizod a ivumTeo ties; tot drawback* or 
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direct cJecir ©chemical NADH oxidation. Waog et at. (155] 
recently reported on the addition of fumed silica to LDH and 
NAP r -modmed ca rto n pasta M a mean* of Mcreaaiug th« rate 
of dcctrnchAtnical oxidation of the NADU produced. LODha* 
beep mixed into mediator modified carbon pastes [124, 1MJ 
working- at around -4-0.4 to V (vx. SCE) or co-immobiK*ed 
witb peroxidase ftbo in paste electrode* [73] operating at 
V (vs. Ag/AgCl). L-Lactate mooooxygesase hi paste 
electrodes wu shown to react with flexible ferrocene polymers 
around +0 J V <v». SCE) (961 

Pyruvate oxidate can be used both for pyruvate and 
phosphate determination* a* the enzyme needs phosphate in 
the reaction. For activity, pyruvate oxidase needs additionally 
the presence of thiamine pyrophosphate and Ca** ions. When 
iminotiifiztd into methylene green (mocfiator) modified carbon 
pastea, pyruvate oxidase could be used at 4-CL2V (vx. SCE) for 
both pyruvate and pboephate determjnauon* in the subttriul- 
molar range [123). 



5*7 Sensors for Peroxide* 

There are many peroxidases available; however, only HRi* 
and fungal pttoxtdase from Arthromyees ramosus (ARP) 1\*ve 
been us«d to for In combination with carbon paste and graphite 
*poxy electrodes foe tensing of hydrogen peroxide, organic 
peroxides [20, 9Z, 100, U2, 113, lit. 121, 156* 157], or in 
combination with a hydrogen peroxide producing oxidase (see 
above). Various mediators have been used, in solution as well as 
in the paste, to c&Utys the electron transfer from the electrode 
to the oxidized states of tbe enzyme, *tst tfce tables. Bflktcftl 
mediatorial electros transfer to the enzyme is alio possible as 
stated above 

Under certain conditions peroxidases cm participazA hi the 
aerobic oxidation of hydrogen donors through molecular 
oxygen. This activity is itinwlated by the presence of, cg^ 
Mn**\ Thus HKP*modf#ed carbon paste also incorpomtiog 
naphthoquinone as hydrogen donor could be uaod for semi live 
detection of Mn** in the micromotor range (125). 



5*8* Serous for Phenolic* and Hydroqnftaonca 

Also a number of water-producing oxidases have been used 
for the construction of carbon pa*u>ba*ed amperomeinc 
biosensors. Especially the pbettol oxidrzing enzyme tyrosinase 
[71, 86, B7; 93, 97, 141, 142) seems to have been of interest, see 
also inccion fi. Tyrmma^e is * coppcr-cotnaimng enzyme whfch 
in a first step oxidizes monophenolic nbttaaoes ro the pnwe 
of molecular oxygen; half of the molecule ii introduced into the 
phenol thus fonrdng a caiocholic compound, which in torn ii 
further oxidlfcod to form it* orrAixjuinone counterpart. This 
second oxidation step n also oxygen dependent. Hen oxygen 
acts ilk an d^tron acceptor *od wter is produced. The ortAo- 



H7O 



.<Kqninune 




Ftfc, 7, Reaction ioepmee for cftxyuuie oxidation ef phta*l »ir 
catechol by tyrosinase una its coupling to to stotHkcbc&ucal 



binding to poryt^vitiyLpyriditttf^ this dnwbaclc could be 
circumvented [8oi Due u> the enzyme's broad selectivity, 
iyn>sina*c~b&aed season have been used for the monitoring of 
a whole aerie* ofmonopoenoKc and caiccholic compounds, auuh 
as phenoi 3-chlorophenol, 4-ohlorophenolt 4-meiboxyphene^ 
dopamine, 4-orosol, pyrogaHol. L-tyroslnc, tyrainina. 
rilhydrcucyphenylaJainJie, and chferogemo acid. 



5»9» Semen Based on Other Qndaanv 

Xanthine and hypoxanthine are degradation product* of 
nocMc acids aad am a« vuch imponant corftpOUaCi to he 
determined as indicators of food freshness (meat and fish). They 
can be monitored through the enxymatb oxidation by tan thine 
oxidase leading to the production of hydrogen pemlde und 
urate. Xanthine oxidase can be immobilized both on(o2» 66, 68. 
69] and in fA8] carbon pastes. The reaction can be followed by 
eJoctrochemicai oxidAitoa of The urate formed, which ts 
electrochcmkalty active at rather low potentials (m +0,4 Y vs. 
Ag/AgO) [66, 6&1 or through (he iadnssJ superoxido formed at 
much less positive applied potentials (anOV) (62, 88}. The 
reaction can also be snedim^d ihrou^h the use of mediators 
enabling monitarittg at +0J V (691- As the enzyme is inhibited 
by. t.e>, afibpuriiioL a sensor based on this etuym* con ai*o be 
used for 115 quantification Lbxough its inhibiting action oo the 
conversion of xanthine or hypoxauthine [62]. 

SnWte was monitored in the mipromokit range through the 
use of a carbon paste electrode, into which sulfite oxidase 
covalently hnmobuized on agarose gel was mixed pV) 
Fcrrocyfltude in solution wax used as mediaior. Another 
carbon paste declrode modified with 2^'^dimcthylfefToccnc 
having enrbon monoxide a«eepw reductase adsorbed on Its 
luxface could be uaed for monitoring CO in the mJcrtimoJar 



PAGE 19/19 * RCVD AT 7/7K004 1 :24;37 PM {Eastern Daylight Time] ' SVR:USPT0^ FXRF^/24 * DN(S:2731343 * CSiD:9498556371 * DURATION (mn«s):1340 



